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Abreviaturas
ACT1: Gen que codifica la actina.
D.O.: densidad óptica.
FBPI: Gen que codifica la hctosa-1,6-bisfosfatasa
FbPasa: Fructosa-l,6-bisfosfatasa.
GDH2: Gen que codifica la glutámico deshidrogenasa dependiente de NAD'.
GlutDH: Gluiámico deshidrogenasa dependiente de NADf.
GLKI: Gen que codifica la glucoquinasa 1.
Glkl: Glucoquinasa 1.
GPR1: Gen que codifica el receptor de membrana Gprl.
HXK1: Gen que codifica la hexoquinasa 1.
Hxkl: Hexoquinasa 1.
HXK2: Gen que codifica la hexoquinasa 2.
Hxk2: Hexoquinasa 2.
HXTl: Gen que codifica el transportador de glucosa 1.
Hxt1: Transportador de glucosa 1.
ICL1: Gen que codifica la isocitrato lima.
ICL: Isocitrato liasa.
IPTG: isopropil-P -D-tiogalactopiranósido.
kDa. Kilodalton.
lacZ: Gen que codifica la enzima B-galactosidasa de Escherichia coli.
PDC: Gen que codifica la pimvato descarboxilasa.
Pdc: Pirwato descarboxilasa
RGT2: Gen que codifica la proteína sensora Rgt2.
r.p.m.: revoluciones por minuto.
SNF3: Gen que codifica la proteína sensora SnB.
SUC2: Gen que codifica la invertasa.
X-Gal: 5-bromo-4-cloro-indolil-f3-D-galactopiran.

Resumen
La presencia de glucosa en el medio provoca múltiples cambios en el
metabolismo de la levadura y esto plantea la pregunta de si estas modificaciones
responden a una seííal única o si se deben a seííales alternativas. Para abordar esta
cuestión se ha estudiado cómo afecta a diferentes procesos desencadenados por la
glucosa la ausencia de dos posibles elementos iniciales en la vía de seííalización: los
sensores de glucosa de la membrana plasmática ( S & , Rgt2 y Gprl) y las enzimas
capaces de fosforilar la glucosa e iniciar su metabolismo (Hxkl, Hxk2 y Glkl).
Nuestros resultados indican que S&/Rgt2 y Gprl tienen un efecto moderado y
aditivo sobre la inducción de SUC2 por baja glucosa y sobre la inactivación
irreversible de la FbPasa. Por el contrario siempre que la levadura transporte bien la
glucosa, los sensores no se requieren para la represión catabólica ni para la activación
de la H+-ATP~~~ de membrana plasmática. Mientras que SnBRgt2 se requiere para la
inducción del gen HXTI por glucosa alta, la ausencia de Gprl no afecta al proceso.
Por otro lado hemos comprobado que la fosforilación de la glucosa es
absolutamente necesaria para que se produzca represión catabólica. En el caso de
enzimas gluconeogénicas cualquiera de las quinasas capaces de fosforilar glucosa
permite total represión, en otros casos la represión es total con Hik2 pero sólo parcial
o nula con W l o Glkl. En ausencia de enzimas que fosforilan la glucosa no se
induce la piruvato descarboxilasa, pero hay cierto grado de inducción de HXTI-lacZ y
una fuerte inducción de SUC2 que requiere una elevada concentración de glucosa Por
último cualquier enzima que fosforile la glucosa permite la inactivación de la FbPasa.
También se ha analizado la capacidad de diferentes fuentes de carbono no
fermentables para producir represión catabólica en S. cerevisiae. A corto plazo la
xilosa bloquea totalmente la desrepresión de genes que codifican enzimas
gluconeogénicas y disminuye la expresión de otras enzimas investigadas. La glicerina
y la dihidroxiacetona tienen unos efectos menos marcados. En experimentos a largo
plazo el efecto represor de la xilosa es menor. No se ha encontrado una correlación
entre el grado de represión de la FbPasa y los niveles intracelulares de algunos
intermediarios glicoliticos como la glucosa-6-P y la fructosa-l,6-bisfosfato.
Summary
The presence of glucose in the medium causes multiple changes in the
metabolism of yeast and this raises a question: do al1 these modifications ocurr in
response to a single signal or are they due to alternative signals. To approach this
problem we have studied how dierent processes triggered by glucose are aEected by
the absence of hvo possible early elements in the signaling pathway: sensors of
gluwse in the plasma membrane (Snf3, Rgt2 and Gprl) and enzymes to able to
phosphorylate glucose and to initiate its metabolism (Hxkl, Hxk2 and Glkl).
Ow results indicate that SnDíRgt2 and Gprl have an effect moderate and
additive on the induction of SUC2 by low glucose and on the irreversible inactivation
of FbPase. In contrast, as long as, glucose is efficiently taken up by the yeast, the
glucose sensors are not needed for catabolite repression or for activation of fhe plasma
membrane H+-ATPasa. Whereas SnBIRgt2 is needed for induction of HXTI gene by
high glucose, the absence of Gprl does not aEect the process.
We have also checked that glucose phosphorylation is absolutely necessary for
catabolite repression to take place. In the case of the gluconeogenic enzymes, any
kinase able to phosphorylate glucose allows total repression, in other cases repression
is total with Hxk2 but only partial or absent with Hxkl or Glkl. In the absence of
enzymes to able to phosphorylate glucose piruvate decarboxylase is not induced, but
there is a certain degree of induction of HXTI-lacZ and a strong induction of SUC2
which requires a high concentration of glucose. Finally any enzyme to able to
phosphorylate glucose allows inactivation of FbPase.
We have also examined the capaciíy of different non fmentable carbon sowces
to cause catabolite repression in S. cerevhiae. In the short t m xylose completely
blocks the desrepression of genes encodig gluconeogenic enzymes and decreases
levels of expression of other enzymes investigated. Glycerol and diydroxyacetone
have a less marked effect. In long-term experiments the repressor effect of xylose is
smaller. We have not found a correlation between the degree of repression of FbPase
and the intracellular levels of glycolytic intermediates such as glucose-6-P and
fructose-l,6-bisphosphate.
Introducción
La levadura Saccharomyces cerevrsiae es un organismo de gran importancia
tanto en ciencia básica como aplicada. Es bien conocida su función en la elaboración
del vino, la cerveza y el pan, productos que en las civilizaciones mediterráneas han
tenido una gran importancia económica y relevancia cultural. Seguramente S.
cerevisiae está entre los primeros microorganismos utilizados por el hombre pero es en
el campo de la investigación, donde gracias a su análisis bioquimico y genético, se ha
convertido en una herramienta de primer orden para el estudio de la biología de los
eucariotas. Las investigaciones realizadas con esta levadura no sólo han producido
resultados que han sido útiles para entender numerosos procesos en una gran variedad
de organismos sino que han dado lugar a importantes avances tecnológicos. En
particular la levadura se ha usado como banco de pruebas para poner a punto
procedimientos para llevar a cabo la secuenciación de un genoma completo o para
medir de forma simultanea niveles de transcripción de un gran número de genes.
Como todos los seres vivos las levaduras deben adaptarse a un medio cambiante,
en el que la disponibilidad de nutrientes puede experimentar grandes variaciones. Esto
ha llevado a que en la levadura, a lo largo de la evolución, se hayan seleccionado
diferentes estrategias para poder adaptarse a estas variaciones. En particular S.
cerevisiae modifica profundamente su metabolismo y expresión génica y como
resultado su crecimiento en respuesta a la disponibilidad de fuentes de carbono en el
medio. El presente trabajo está centrado en el estudio de la respuesta de la levadura S.
cerevisiae a la presencia de glucosa en el medio.
S. cerevisiae utiliza preferentemente la glucosa de entre todos los azúcares y
cuando hay glucosa en el medio, el metabolismo de la célula se modifica de modo que
pueda metabolizarse de forma óptima. Entre las modificaciones producidas se puede
destacar: la activación de determinadas enzimas como las protein quinasas
dependientes de cAMP (Mazón, M. et al., 1982, Thevelein, J., 1994) o la ATPasa de
membrana plasmática (Serrano, R., 1983), la inactivación de otras como las enzimas
gluconeogénicas (inactivación catabólica) (Gancedo. .1 M. y Gancedo, C., 1997) y
sobre todo una profunda reorganización del patrón de transcripción con inducción de
una serie de genes (~zcan, S. y Johnston, M. , 1995, Boles, E. et al., 1996) y represión
Transportadores
Figura 1. Receptores de glucosa en La membrana plasmática de Saccharoinyces cetevisiae. Los
transportadores de glucosa (Hxt) constituyen una extensa familia de proteínas capaces de
internalizar la glucosa en la levadura. Los sensores SnO y Rgt2 ¡nteraccionan con las proteínas
Mml y SMl, r @ a d o r u negativos de la mascripción de gcnu MT. Gprl inmaccio~ con la
proteína O, Gpa2, que es capaz de activar a la adenilato ciclars.
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de otros muchos (represión catabólica por glucosa) (Gancedo, J. M, 1998, Carlson,
M., 1999, Johnston, M., 1999, Schüller, H. J., 2003).
Todos estos cambios deben implicar una cadena de procesos en la que el paso
inicial es una "señal" producida por la presencia de glucosa. Se conocen ya numerosos
elementos que participan en las etapas posteriores de la transmisión de la seflal y que
son diferentes para distintos procesos. En cambio, no está claro si existe una única
señal inicial para todos ellos o si distintos procesos responden a señales alternativas
(Rolland, F. et al., 2001, Kaniak, A. et al., 2004).
Uno de los mecanismos de señalización más conservados, desde bacterias a
mamíferos, tiene como etapa inicial la interacción de un nutriente (o una hormona) con
una proteína de membrana. Esta interacción a su vez, provoca una cascada de
reacciones de fosforilación que, en último término, afecta a la expresión, localización
ylo actividad de diversas proteínas. Entre ellas resultan especialmente importantes
factores de transcripción que tienen como blanco los promotores de los genes que
codifican las enzima afectadas por el estímulo inicial.
En la membrana plasmatica de S.cereviszae se han descrito distintos tipos de
proteínas capaces de interaccionar con la glucosa y que podrían iniciar una vía de
señalización (fig. 1). Existe una familia de transportadores de glucosa (Hxt) con más
de 10 miembros, que poseen 12 dominios transmembrana y se distinguen por su
afinidad para la glucosa y su capacidad de transporte. Los pnncipales de estos
b-ansportadores son Hxtl y Hxt3 que tienen baja actividad y alta capacidad y Hxt2,
Hxt4, y Hxt7 que presentan alta afinidad y baja capacidad (Boles, E. y Hollenberg, C.
P., 1997). La represión catabólica sólo se produce si la glucosa puede entrar en la
célula y metabolizarse, pero no parece que ningún transportador desempeñe un papel
específico en el proceso (Reifenberger, E. etal., 1997).
Se encuentran además en la membrana plasmática las proteínas SnB y Rgt2,
unos homólogos de los transportadores de glucosa, que no actúan como pemeasas
(Ozcan, S. et al., 1998) sino que desempeñan un papel regulador (&can, S. el al.,
1996, &.can, S. et al, 1997, &can, S. et al., 1998). La presencia de glucosa en el
medio es detectada por S. cerevisiae a través de los sensores SnB y Rgt2 y hay
evidencia de que las colas citoplasmáticas de estos sensores juegan un papel
Sin Glucosa
SnO/Rgt2
Con Glucosa
(8assdo en Monya H Y Johastaq M, 2004)
F i n 2. Modela p a n la b . iudocci6n de la señal de L glucosa de SnD y Rg<2 a M&l y Stdl. En ausencia de
glucasa el complejo r e p m r f m a d o por Rgtl, MthliStdl. Cyc8 y Tupl está unido a los promotores de los genes
HX7y bloquea su fmnscripción. En presencia de glucosa (Glu), ésta se une al dominio msmembrana de los s e w r e s
de glucosa SnBJRgtZ provocando cambios en su wnformación y como consecuencia la activación de la caseina
quinasa 1 (YcklR) que esta unida a membrana Una vez activada la caseha quinasa 1 d i la fosforilación de Mthl
y Stdl. unas p ro tehz con función represora que son eapsces de interaccionar con el extremo C-terminal de los
sensores & gluusa Mthl y Stdl fosforiladas son rezonocidas por el complejo Grrl, el cual ca la l ¡ ¡ la unión de
ubiquitina a MthlIStdl, que se convierien as¡ en S - S p m el pmieasoma La degradación de MthlIStdl p m i t e la
fosforilación de Rgtl, que se disocia del DNA, perminendo asi la desrepresión de los genes HXT.
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importante en la transducción de la sefial de "presencia de glucosa" al interior celular.
La traducción implica una interacción de SnM y Rgt2 con dos proteínas, Mthl y
Stdl, que controlan la transcripción de los transportadores de glucosa (Schmidt, M. C.
et al, 1999, Lafuente, M. J. et al., 2000). Recientemente se ha propuesto un modelo de
sefialización en el que estaría también implicada una proteína quinasa asociada a
membrana, la caseína quinasa 1 (Yckl) (Moriya, H. y Johnston, M., 2004) (fig. 2). La
glucosa, al unirse a los sensores, causaría la activación de Yckl en la membrana
celular que fosforilaría a Mthl y Stdl, desencadenando así su ubiquitinación catalizada
por el complejo multiprotéico SCF" ' y su posterior degradación. Al no estar presentes
Mthl o Stdl la proteína represora Rgtl puede fosforilarse, con lo que deja de
interaccionar con los promotores de los genes HXTy puede producirse la transcripción
de los genes que codifican los transportadores de glucosa (Flick, K. M. et al., 2003,
Lakshmanan, J. et al., 2003) (fig. 2). Mientras que la proteína Snf3 es requerida para la
inducción a bajos niveles de glucosa de algunos genes como HXT2 o HXT3, Rgt2
participa en la inducción a altas concentraciones de glucosa de otros genes tales como
HXTl (Ozcan, S. et al., 1996). Aunque en un doble mutante snj3 rgt2 no se produce
represión catabólica (Ozcan, S. et al., 1998), esto parece debido a la baja capacidad de
esa levadura para transportar glucosa. En efecto, en el triple mutante snj3 rgt2 mthl,
que carece del regulador negativo Mthl, y expresa transportadores de glucosa, la
represión catabólica es nomal (Lafuente, M. J. et al., 2000).
Por último, se ha identificado en la membrana el receptor Gprl, con siete
dominios transmembrana, que está acoplado a una proteína G, Gpa2 (Yun, C. W. et
al., 1998, Rolland, F. et al., 2000). Cuando una célula de levadura pasa de un medio
sin glucosa a un medio que contiene este azúcar, la glucosa se une al receptor Gprl
que interacciona con Gpa2 y permite así la activación de la adenilato ciclasa
provocando un aumento transitorio en la concentración intracelular de cAMP
(Rolland, F. et al., 2000). En una cepa carente de Gprl el nivel de cAMP aumenta sólo
ligeramente en respuesta a la glucosa.
Una vez dentro de la célula, la glucosa se liga a alguna de las quinasas capaces de
fosforilarla, iniciando así su metabolismo. Estas enzimas, las hexoquinasas 1 y 2 y la
glucoquinasa (Hxkl, Hxk2 y Glkl) (Lobo, Z. y Maitra, P. K., 1977), podrían participar
6
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en la vía de seiíalización de glucosa de dos maneras: como sensores intrace lul ares que
a su vez interaccionm'an con otras proteínas o incluso con el DNA, o dando origen a
cambios en la concentración de metabolitos intracelulares como consecuencia del
metabolismo de la glucosa.
Hay cierta evidencia de que la Hxk2 funciona como sensor. Durante el
crecimiento en glucosa HXK2 tiene una alta expresión, mientras que los genes HMYl y
GLKI están reprimidos (Herrero, P. et al, 1995) y está bien establecido que la
ausencia de Hxk2 permite la desrepresión de algunos genes tales como SUC2 aunque
se encuentre una elevada concentración de glucosa en el medio y estén presentes Hxkl
y10 Glkl. Sin embargo otros genes como los que codifican enzimas gluconeogénicas
no se desreprimen en un mutante hxk2 en presencia del azúcar (Gancedo, J. M., 1998).
En presencia de glucosa una parte de la proteína Hxk2 que normalmente reside en el
citosol es translocada al núcleo. Esta translocación depende de un decapéptido interno
entre los residuos 7 y 16 de la hexoquinasa 2, y si éste no está presente, aunque la
actividad catalítica de la hexokiiasa no se encuentra afectada, no se produce represión
catabólica de SUC2 (Herrero, P. et al., 1998). Se ha mostrado que Hxk2 interacciona
con la proteína Migl, un represor transcripcion al, y que Migl se requiere para que
Hxk2 pueda permanecer en el núcleo (Ahuatzi, D. et al., 2004).
Aunque en algún momento se propuso que la proteína Tpsl (trehalosa-6P
sintasa) podría jugar un papel en el proceso de señalización por glucosa (Van Aelst, L.
et al., 1993) se ha podido mostrar que Tpsl no era necesaria para la represión de
diversos genes ni para que se llevaran a cabo otros procesos inducidos por glucosa
(Rodríguez, C. y Gancedo, J. M., 1999).
Se ha comprobado que tanto la represión catabólica como la inducción de
algunos genes por glucosa requieren al menos un metabolismo parcial de la misma
(Rose, M. et al., 1991, Boles, E. y Zimmermann, F. K., 1993). Por ello se ha sugerido
que cambios en la concentmción de algún metabolito o metabolitos intracelulares
podrían desempem un papel importante en el control de la expresión de genes sujetos
a represión por glucosa, pero no se ha identificado todavía ningún potencial metabolito
regulador. Aunque el cAMP participe en la represión por glucosa del gen FBPI que
codifica la FbPasa, parece que este elemento es redundante con otros mecanismos
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reguladores (Zaragoza, O et al., 1999, Zaragoza, O. y Gancedo, J. M, 2001). Se ha
propuesto como posible molécula reguladora la glucosa-6-P (Gancedo, J. M., 1998),
(Vincent, O. et al., 2001) y la gran diferencia en las concentraciones intracelulares de
fructosa-1,6-bisfosfato entre las condiciones de glicolísis y gluconeogenesis podría
sugerir a este metabolito como una señal intracelular de la presencia de glucosa en el
medio. Sin embargo las diferencias en el patrón de metabolitos intracelulares entre
levaduras creciendo en glucosa o en una fuente de carbono no represora son tan
numerosas que no permiten apuntar al compuesto(s) que podría(n) actuar como
señal(es).
Si se pudiera establecer una correlación entre el grado de represión y la
concentración de determinados metabolitos se habría dado un primer paso en la
búsqueda del metabolito o los metabolitos reguladores. Se conoce actualmente que no
sólo la glucosa es capaz de producir represión catabólica, sino que otras fuentes de
carbono fermentables tales como la galactosa, maltosa o sacarosa pueden disminuir la
transcripción de una gran variedad de genes. El disponer además de diversas fuentes
de carbono no fermentables, que utilizaran distintas vías metabólicas y causaran
diferentes grados de represión catabólica, permitiría investigar la relación entre el
grado de represión y la concentración de metabolitos a la que se hacia referencia
anteriormente.
En lo que precede hemos considerado los distintos elementos que podrían actuar
como seiial inicial de la presencia de glucosa. A continuación vamos a examinar
brevemente lo que se conoce sobre el desarrollo de los distintos tipos de procesos
desencadenados por la glucosa en la levadura.
En presencia de glucosa, el funcionamiento de numerosas enzimas involucradas
en el metabolismo de otras fuentes de carbono es innecesario. Por ello se desencadena
un proceso de represión genica que evita una inversión de energía y materiales en la
síntesis de los mRNAs y las enzimas correspondientes. Se sabe desde hace tiempo que
una proteína central en el mecanismo de represión por glucosa en S. cerevisiae es la
protein quinasa Snfl, la cual está asociada a otras proteínas (Snf4 y Sipl, Sip2 o Gal
83) formando un complejo (Celenza, J. L. y Carlson, M., 1986) (fig. 3). En ausencia de
glucosa, Snfl sufre una fosforilación que la activa (Jiang, R. y Carlson, M, 1996) el
Sin Glucosa Con Glucosa
I 1 1 . 1 1 t i l ' • ;
Figura 3. Papel de la pmiein quinasa Snfl en el proceso de represión eatabálin. En ausencia de glucosa.
Snfi puede ser fosforilada por Pakl, Elml o Tos3, el complejo SnflISnf4lGa183 está mayoniariamente en su
forma activa y a su vez mantiene fosforilndos al represor Migl y a los activadores Cata y Sip4. En presencia
de glucosa debido a la acción del wmplejo Glc ' lRegl , el wmplejo SnfllSnf4iGa183 y Migl están
mayoritariamente en su foma desfosforilada: en esas condiciones los niveles de Cata y Sip4 son muy bajos.
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complejo en el que participa Ga183 pasa al nucleo (Vincent, O. et al., 2001) y allí
activa factores de transcripción como Cata o Sip4 e inactiva un represor como Migl.
Cuando la glucosa está presente en el medio, Snfl se desfosforila, no es activa y los
genes reprimidos por glucosa dejan de transcribirse (fig. 3).
Además del complejo de la proteina quinasa Snfl, el represor de la transcripción
Migl y el complejo Glc7-Regl también desempeñan un papel importante en la
represión. Migl es una proteina que se une al DNA y reprime la transcripción de
muchos genes en presencia de glucosa (Nehlin, J. O. y Ronne, H., 1990). La función
de Migl es regulada por fosforilación de manera que cuando existe glucosa en el
medio la proteina no está fosforilada, se encuentra en el núcleo y es activa (Treitel, M.
A. et al., 1998); en ausencia de glucosa Migl es fosforilada por Snfl, se inactiva y
pasa al citoplasma (Smith, F. C. et al., 1999). Hay evidencia reciente de que la
fosforilación de Migl no bloquea su unión al DNA, pero impide su interacción con los
corepresores Cyc8 y Tupl (Papamichos-Chronakis, M. et al., 2004). La
desfosforilación tanto de Snfl como de Migl parece ser llevada a cabo por el complejo
formado por la protein fosfatasa Glc7 y la proteína reguladora Regl que facilita la
represión catabólica permitiendo la unión de Glc7 a Snfl (Tu, J. y Carlson, M., 1995).
Recientemente se han identificado 3 protein quinasas, Elml, Pakl y Tos3, que son
capaces de fosforilar a Snfl y que parecen tener funciones parcialmente redundantes
(Hong, S. P. et al., 2003, Nath, N. et al., 2003, Sutherland, C. M. et al, 2003). Sin
embargo no se ha averiguado todavía qué señal(es) wntrola(n) el estado de
fosforilación y la localización intracelular de Snfl.
Hay que hacer notar que la glucosa no sólo disminuye la síntesis de diversas
enzimas actuando a nivel transcripcional sino que en algunos casos también aumenta
la velocidad de degradación de los mRNAs de los genes correspondientes. Esto se ha
observado para genes como SDH2 (Lombardo, A. et al, 1992, De La Cruz, B. J. et al.,
2002), PCKl (Mercado, J. J. et al., 1994, Yin, 2. et al., 2000) o SUC2 (Cereghino, G.
P. y Scheffler, 1. E., 1996). La regulación por glucosa a nivel post-transcripcional
podría compartir elementos de control con el sistema de regulación de la transcripción.
Por ejemplo se ha visto que la proteína Regl se requería para la degradación del
mRNA de SUC2 (Cereghino, G P y Scheffler, 1. E., 1996) y parecen relevantes en el
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proceso de degradación de mensajeros la vía de seiralización Ras-cAMP, las kinasas
capaces de fosforilar la glucosa y el sensor de membrana para dicho azúcar SnB (Yin,
Z. et al., 2000).
Mientras que la glucosa provoca la represión de la transcripción de un gran
número de genes implicados en el metabolismo de fuentes de carbono alternativas,
también promueve la transcripcibn de diversos genes que codifican proteínas
necesarias para la utilización de este azúcar, como pueden ser los transportadores de
glucosa, Hxt, (&can, S. y Johnston, M., 1995, &can, S. y Johnston, M., 1996) o la
enzima piruvato descarboxilasa (Schmitt, H. D. et al., 1983) y tambien genes
requeridos para un crecimiento rápido como los que codifican las proteínas
ribosomales (Warner, J. R., 1989)
Ya hemos comentado antenomente que la transcnpción de los genes HXT está
regulada a través de la vía de los sensores de glucosa Snf3 y Rgt2. También la Hxk2
parece jugar algún papel en la induccibn por glucosa ya que en mutantes hxk2 el nivel
de expresión de los genes HXTZ, HXT3 y HXT4 a baja concentración de glucosa es
menor que en la cepa silvestre, y a alta concentración de glucosa HXTl solo se
desreprime parcialmente (Ozcan, S. y Johnston, M., 1995). Existe por otra parte
evidencia de que en un mutante hrt nulo (carente de los seis primeros transportadores
de glucosa identificados, HXTI-HXT6) la inducción de HXTl a altas concentraciones
de glucosa es normal (Ozcan, S., 2002). A pesar de ello no se puede afirmar que no se
requiera la internalización de la glucosa y un metabolismo parcial de la misma para la
inducción de HXTl ya que el mutante utilizado es capaz de crecer lentamente en
glucosa y por lo tanto debe expresar transportadores de glucosa alternativos.
La piruvato descarboxilasa cataliza la degradación del producto final de la
glicolísis, el piruvato, a acetaldehído y COZ En S. cerevisiae se han descrito tres
isoenzimas codificadas por los genes PDCI, PDCS y PDC6 pero en una cepa silvestre
solo se expresa significativamente PDCI ((Hohmann, S., 1991, Hohmann, S., 1993).
La actividad de la Pdc en cepas silvestres creciendo en etanol es bastante baja pero
puede aumentar de 5-10 veces tras la adicibn de glucosa. De los trabajos de Boles, E. y
Zirnmemann, F K., (1993) se puede deducir que la total inducción de la actividad Pdc
requiere la acumulación de h ex osas-fosfato y de triosas-fosfato Un alto nivel de
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triosas-fosfato parece ser la sefial principal, pero alguna hexosa-fosfato actúa como
sefial complementaria.
Los niveles de las proteínas de los ribosomas citoplasmáticos son mas elevados
cuando la levadura dispone de glucosa, a una concentración superior al 0.1%. Se ha
comprobado que esto se debe a una combinación de control transcripcional y de
regulación post-transcripcional que estabiliza los mRNAs correspondientes. El
aumento en la vida media de los mRNAs se produce al pasar la levadura de un medio
sin glucosa a un medio con el azúcar y es solo transitorio. La estabilización requiere la
presencia de alguna enzima fosforilante de glucosa y parece ser menos acusada en una
cepa carente de los sensores Rgt2 o SnB (Yin, Z et al., 2003).
Además de actuar a nivel de la transcripción génica, la glucosa también puede
ejercer efectos sobre la actividad enzimática de algunas proteínas provocando tanto su
activación, en el caso de la adenilato ciclasa, la ATPasa de membrana plasmática o la
trehalasa, como su inactivación/degradación, en el caso de la FbPasa o el transportador
de galactosa Ga12.
La activación de la adenilato ciclasa se observa pocos segundos después de la
adición de la glucosa. Como indicamos anteriormente esta activación está mediada por
el receptor de membrana plasmática Gprl acoplado a la proteina G, Gpa2. Se ha
comprobado que requiere también algún producto del metabolismo de la glucosa (Yun,
C. W. et a£, 1998, Kraakman, L. et al., 1999, Rolland, F. et al., 2000). La activación
de la adenilato ciclasa produce un aumento en los niveles de cAMP que a su vez activa
a la proteina quinasa A. Uno de los sustratos de esta enzima es la trehalasa neutra que
se activa al ser fosforilada (Van Solingen, P. y Van Der Plaat, J. B., 1975, Uno, 1. et
al., 1983, App, H. y Holzer, H., 1989).
La &-ATPasa de S. cerevisiae está codificada por el gen PMAl y es la proteina
más abundante de la membrana plasmiitica de la levadura, siendo indispensable para
su supervivencia. Esta enzima es activada por glucosa (Serrano, R., 1983) y hay
evidencia de que la activación está mediada por la fosforilación de la proteína (Eraso,
P. y Portillo, F., 1994). Sin embargo no parece que esta fosforilación la lleve a cabo la
protein quinasa A (Mazon, M. J. et al., 1989, Dos Passos, J. B. et al., 1992); aunque se
ha implicado a la protein quinasa Ptk2 en el proceso es posible que esta no actúe
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directamente sobre la ATPasa (Goossens, A. et al., 2000). Mientras que no existen
datos concluyentes acerca del papel de Gprl y de los otros dos sensores para glucosa,
SnB y Rgt2, en la activación de la ATPasa (Souza, M. A. et al, 2001, Kotyk, A. et al.,
2003), parece que la fosforilación del azúcar es absolutamente necesaria (Dos Passos,
J. B. et al., 1992, Souza, M. A. et al., 2001, Kotyk, A. et al., 2003).
La inactivación de la enzima FbPasa producida por la adición de glucosa a
levaduras que crecen en una fuente de carbono no fermentable se debe a dos procesos
distintos: una inactivación rhpida (1-2 minutos) reversible causada por una
fosforilación catalizada por la protein quinasa dependiente de cAMP (Mazon, M. et
al., 1982) y una inactivación irreversible en un plazo de 1-2 horas debida a
degradación de la proteína, bien por proteasas vacuolares (Chiang, H. L. y Schekman,
R., 1991) o bien por el proteasoma 26s tras una previa ubiquitinización (Schork, S. M.
et al, 1995). Según la información disponible hasta el momento, el inicio de la
proteolísis de la FbPasa parece requerir un transporte eficiente de la glucosa y la
fosforilación del anicar por la hexoquinasa 2. Las proteínas reguladoras Grrl y Regl
jugarían un papel importante en el proceso, mientras que Snf3, Rgt2, Mthl y Stdl no
estarían involucradas (Horak, J. et al., 2002). La degradación del transportador de
galactosa, Gal2, que también es estimulada por glucosa parece responder a la misma
vía de señalización (Horak, J. et al., 2002).
Otro papel importante de la glucosa del que haremos solo una breve mención es
la activación de genes que regulan la progresión del ciclo celular. Se ha comprobado
que la inducción por glucosa de genes relacionados con dicho ciclo, CLN3, BCK2 o
CDC28, no requiere los sensores SnB y Rgt2 ni la proteína Hxk2 pero si el
metabolismo de la glucosa (Newcomb, L. L. et al-, 2003). La glucosa tambikn activa el
ciclo celular a través de la proteína Pop2, una desadenilasa, codificada por el gen
POP2 (CAFI). Cuando no existe glucosa en el medio Pop2 es fosforilada por la
quinasa Yakl y promueve la parada del ciclo celular. La glucosa estimula la salida de
Yakl del núcleo y la desfosforilación de Pop2 que permite una rápida progresión del
ciclo celular. Para la desfosforilación de Pop2 es necesario que la glucosa se fosforile
pero no se ha examinado si los sensores de membrana juegan algún papel (Monya, H.
et al., 2001) Aunque el ayuno de glucosa provoca tanto una rápida despolarización del
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Figura 4. Metabolismo de la xilosa y otras fuentes de carbono DO fermenta bles. En este esquema se
indica como se integra la xilosa, la dihidroxiacetona y la glicerina en la vía glicolitica.
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Figura 5. Metabolismo de la xilosa en la cepa TMB3001c de S.
cerevisiae. En esta cepa modificada por ingeniería genética se
encuentran integrados los genes XYLI y XYL2 de Pichia stípitís, que
codifican la xilosa reductasa y la xilitol deshidrogenasa respectivamente,
y el gen XKSl de S. cerevisiae que codifica la xilulosa quinasa , todos
ellos bajo el control del promotor del gen PGK1 que codifica la
fosfoglicerato quinasa.
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citoesqueleto como una inhibición en la iniciación de la transcripción se ha mostrado
que los dos procesos están regulados de forma independiente (Uesono, Y. et al., 2004).
En este trabajo se ha estudiado de una manera sistemática cómo afecta la
ausencia de los distintos elementos iniciales de la vía de señalización de la glucosa a
una diversidad de procesos controlados por dicho azúcar.
Por otro lado, hemos seleccionado algunas fuentes de carbono no fermentables,
xilosa, dihidroxiacetona (DHA) y glicerina, que utilizan diferentes vías metabólicas
(fig. 4) y hemos analizado su capacidad para reprimir la expresión de una variedad de
genes de S. cerevisisae. Tambien hemos intentado establecer una correlación entre el
grado de represión producido por estas fuentes de carbono y la concentración de
determinados metabolitos intracelulares. Debido a que S. cerevisiae es incapaz de
metabolizar las pentosas como fuente de carbono, hemos usado para estos estudios una
cepa modificada por ingenieria genktica capaz de crecer en xilosa. (fig. 5).
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Objetivos
Los principales objetivos de esta tesis doctoral son:
- Estudio del efecto de la falta de los sensores de membrana plasmhtica para la
glucosa sobre diferentes procesos desencadenados por dicho azúcar en S. cerevisiae.
- Estudio del efecto de la ausencia de enzimas fosforilantes de glucosa sobre
procesos desencadenados por este azúcar.
- Anhlisis de la capacidad de diferentes fuentes de carbono no fermentables para
producir represión catabólica en S. cerevisiae.
En el curso del trabajo se desarrolló una tecnología de toma de muestras de
levadura para la determinación de niveles de RNA mensajeros. Se muestra en un
apéndice cómo esa metodología aumenta 2-5 veces el rendimiento de los mRNAs.
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Materiales y m6todos
4.1. MATERIAL BIOL~GICO.
Las cepas de S. eerevisiae utilizadas en este trabajo se muestran en la tabla 1.
La cepa de Yarrowia lipolytica, POla MATa leu2-270 urd-302 fue
proporcionada por C. Gallardin (Thiverval-Grignon, Francia).
Para la amplificación de plásmidos se utiliz6 la cepa de E. coli DHSa [supE44
AlacU169 ( 0 8 0 lacZAMl5) hsdR17 r e c A l e d l gy1A96 thi-1 reIAl] ( H a n a h a n , D . ,
1985).
Tabla 1.
Cepas de S.cerevisiae utilizadas en este trabajo.
Cepa Genotipo devante Refereneidorigen
W303-1A MATA d2-1 hrs3-ll. I5 leu2-3,112 .pI-1 ura3-1
MMB3
MJL30
MMB4
THGl
MMB2
THGI-HXK2
CJM182
CJM183
CM184
CJM185
MMB5
MATa ade2-1 hs3-11.15 Ieu2-3.112 bpl-1 ura3-1
MATa leu2-3, 112 his3-ll, I5 ade2-1 ura3-1
sJf3::HIS3 rgt2::LEUZ mthl::lR?'I
MATa leu2-3,112 hrs3-11. 15 ade2-1 ura3-1
@::HIS3 rgt2::LEUí mthl::lR?'l gprl::KaaUX4
MATa leu2-1 m3-1 &SI-1 hxkI::LEU2 hxk2::LEUZ
glk1::LEUZ
MATa leu2-1lo url-1 &SI-1 h&l::LEU2 hrk2::LEUZ
giki::LEU2 gpr1::KaaUX
MATaleu2-1 ura3-1 &SI-1 hrkI::LEU2glkl::LEU2
MATaleu2-I
MATahrkl::LEU2 hxkZ::LEU2 GLKl &SI-1
MATa hxkl::LEU2 HMYZ glk1::LEUZ leu2-1 &SI-1
UAlaHXKl hxk2::LEU2glkl::LEU2 Ieu2-I lysl-1
MATa ade2-l his3-l¡, 15 leu2-3,112 trpl-1 ura3-l
[HXTi-lacZ]
(Thomas, B. J. y Rothsiern,
R, 1989)
Este trabajo.
Este laboratorio
Este trabajo
Este laboratorio
EBte trabajo
Este laboratorio
D. G. Fraenkei
D. G. Fraenkel
D. G F~aenkel
D. G. Fraenkel
Este trabajo.
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Cepa Genotipo relevante Referencia/origen
MMB6 M A T O ade2-1 his3-1I,I5 Id-3.112 bpl-1 ura3-1
gpr1: :KamW YpXTI-lacZ]
MMB7 MATa leu2-3,112 his3-II, I5 ade2-1 ura3-1
@::HIS3rgt2::LEU2mth1::lRPI [HXTI-IacZ]
MMB8 MATa leu2-3.112 his3-11. 15 odet-1 um3-I
n&'::HiS3 rgi2::LEUZ mth1::~l @ : : W
[HXTl-lacZ]
MMB9 MATa leu2-1 wa3-l lysl-1 h&::LlJE2 hxk2::LEiJZ
glkl::LEU2 [HXTI-locZ]
MMB10 MATaleu2-I ura3-1 iysl-l hrkI::EiJ2hrk2::LEU2
glkI::LEU2 gpr1::KanMX mI-lacZj
MMB11 MATa leu2-1 ura3-1 lysl-1 hxkl::LEU2 glkI::LEU2
IHXTi-IacZJ
TMB3001c MATaleuí bpl wa3his::HIS3XYLlXYL2XKSl
CENPK102-5B MATaura3-52 his3-dl Ieu2-3.112
S288c MAT a SUC2 mal gai2 CWI
Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.
Este trabajo.
@iawn A. etd. 2000/
Proporcionada por P.
K6tte-r (Frankfurt,
Alemania)
Yeast Genetic Stock
Center, Berkeley CA,
USA
4.2. MEDIOS DE CULTIVO Y CONDICIONES DE CRECIMIFlVTO
4.2.1 Medios de cultivo ara levaduras.
Las cepas de levadura fueron crecidas a 30°C con aireación en:
- medio rico (YP) que contiene 1% de extracto de levadura (Pronadisa) y 2% de
peptona (Pronadisa) (Sherman, F. y Hicks, J. B., 1991).
- medio mínimo YNB, Yeast Nitrogen Base, (Difco) y sulfato amónico 0.5% (Riedel-
de Haen AG.). Este medio fue suplementado con los requerimientos necesarios en cada
caso a una concenímción final de 20 mgA (Sherman, F. y Hicks, J. B., 1991).
Las fuentes de carbono, salvo indicación contraria, se añadieron a las siguientes
concentraciones finales: glucosa, galactosa, etanol y xilosa al 2%, glicerina al 3% y
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dihidroxiacetona al O5%. Para el crecimiento en medio sólido se aííadió agar al 2%
(Panreac) a los medios correspondientes.
Como medio de pre-esponilación se usaron placas de YP glucosa 10% y para la
esponilación se utilizaron placas de acetato potásiw 10 d .
Para la selección de los transformantes de levadura por el marcador de resistencia
a geneticina (KanMX4) éstos se crecieron en placas de YPgluwsa que contenían 200
mgA de G418 (geneticina, Sigma).
Para conservar las levaduras durante períodos largos de tiempo a -70°C, se utilizó
una soluci6n de YPgiicerina al 25%.
4.2.2 Medios de cultivo vara bacterias.
El cultivo de bacterias a 37°C se realizo en LB, medio wmpuesto por
bactotriptona, extracto de levadura 0.5% y NaCl 1%, al cual se le aííadió ampicilina a
una concentración final de 100 mgtl para poder seleccionar los transformantes
resistentes a dicho antibiótico.
Para la identificación de las wlonias que estuvieran expresando o no el gen lacZ
se añadió a las placas X-Gal (40 m d ) e PTG (80 mgll).
4.2.3 Condiciones de crecimiento vara levaduras
Las cepas de levadura se crecieron a 3PC, wn agitaci6n (200 r.p.m.) en los
medios descritos.
La concentración de levadura en un cultivo se calculó midiendo la densidad
óptica (D.O.) de Bste a 660 nm en un especto fotó metro Spectronic 20 Bausch & Lomb,
y utilizando curvas de calibración previamente establecidas. En estas condiciones 1 mg
de levadura (peso hurnedo)/ml corresponde a una D.O. de 0.265.
Para los ensayos de desrepresión de enzimas reprimibles por glucosa, las
levaduras recogidas en condiciones de represión (fase exponencial del crecimiento en
YP glucosa) se trataron de diferente forma según la enzima estudiada en cada caso:
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- para desreprimir las enzimas hctosa- l,6-bisfosfato (FbPasa), isociínto Iiasa
(ICL) y glutámico deshidrogenasa dependiente de NAD' (GlutDH), la levaduras se
resuspendieron a 20 m b hú&ml, en YPetanol o YPetanol+glicerina y se incubaron
a 30°C, con agitación, durante 6 horas.
- para desreprimir e inducir la galactoquinasa se resuspendieron a 20
dml en YPgalactosa y se incubaron 30°C, wn agitación, durante 5 horas.
- para desreprimir la invertasa se resuspendieron a 1.5 m b h h&ml
YPgluwsa al 0.05% y se incubaron 30°C, con agitación, durante 3 horas.
La adición de otras fuentes de carbono a los medios descritos arriba se indica en
cada caso.
La ráplda transición de la levadura de condiciones gluconeogenicas
(YPglicerina+etanol) a glicolíticas se llevó a cabo añadiendo al medio glucosa 20%
para alcanzar una concentración final de 0.5%. (Se tomó una muestra wntrol justo
antes de añadir la glucosa (tiempo O) y dos muestras 7 y 14 minutos más tarde).
4.3. TÉCNICAS BIOQUIMICAS.
4.3.1. Pre~aración de extractos celulares.
Para las valoraciones enzimáticas se tomaron muestras de aproximadamente 100
mg de levadura (peso húmedo) en las condiciones descritas en el apartado 4.2.3. Las
levaduras se recogieron por centrifugación a 2500 r.p.m., y se lavaron dos veces con
agua desionizada. Las alicuotas así recogidas se guardaron a -20°C hasta su utilización.
Los extractos libres de c6lulas se obtuvieron por rotura mecánica con bolas de
vidrio en tampón imidazol 20mM pH 7 según Blázquez, M. A. et al., (1993). Excepto
en el caso de la valoración de la piruvato descarboxilasa para la cual se empleó un
tampón compuesto por fosfato 0.1 M pH 6, cisteína 5 mM y tiamina PP 30pM.
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4.3.2. Valoraciones enzimáticas.
Las valoraciones enzimáticas se realizaron a 30°C, siguiendo los protocolos
descritos en las referencias que se indican en cada caso:
. Fructosa-1,6-bisfosfatasa (FbPasa). EC 3.1.3.11. D-hctosa-1,6-bisfosfato 1-
fosfohidrolasa (Gancedo, J. M. y Gancedo, C., 1971, Funayama, S. et al., 1980).
. Glutámico deshidrogenasa NAD' dependiente (GlutDH). EC 14.1.2. L-
glutamato: NAD'oxidoreductasa(desaminante)(Doherty, D., 1970).
. Isociímto liasa (ICL) EC 4.1.3.1. Treo-Ds-isocitrato glioxilato-liasa (Dixon, G.
H y Komberg, H. L., 1959).
. Invertasa. EC 3.2.1.26. P-D-hcto furanosidasa (Goldstein, A. y Lampen, J. O.,
1975). En este caso la actividad se valoró en células enteras usando sacarosa como
sustrato. La glucosa y fnictosa formadas en la reacción se deteminaron
espectrofotom~tricamente con hexoquinasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasd
glucosa fosfato isomerasa según Bergmeyer, H. U., (1983).
. B-galactosidasa (B-Gal). EC 3.2.1.22. P-D-galactósido galactohidrolasa. Segun
Miller, J. H., (1972). En este caso, se omitió el paso de centrifugacibn en la
preparacibn de los extractos celulares. Después del ensayo, la mezcla de la reacción se
centnfugó 10 minutos a 13000 r.p.m. antes de medir la absorbancia a 420 nm.
Hexoquinasa ( m ) . EC 2.7.1.1. ATP: D-hexosa 6-fosfotransferasa (Gancedo,
J.etal., 1977).
. Piruvato descarboxilasa (Pdc). EC 4.1.1.1. 2-0~0-acid carboxi-liasa (Singer, T.
P. yPensky,J., 1952).
. Galactokinasa. EC 2.7.1.6. ATP: D-galactosa 1 - fosfotransferasa (Cardini, C. E.
y Leloir, L. F , 1953)
La concentración de proteína presente en los extractos se cuantificó usando el
reactivo comercial BCA (ácido bicinchoninico) de Pierce con seroalbúmina bovina (1
mglrnl) como patrón.
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La actividad enzimática específica se expresa en mUImg de proteína, siendo una
unidad de actividad enzimática la cantidad de enzima que transforma un pmol de
sustrato en un minuto en las condiciones de temperatura en las que se realiza el ensayo
Como medida indirecta de la activación de la H+-AT~asa de membrana
plasmática se midió la acidificación del medio provocada por glucosa o galactosa
como se describe en Rodriguez, C. y Gancedo, J. M., (1999), manteniendo la
suspensión de levadura a 25°C.
4.3.3. Recogida de muestras para valoración de metabolitos intracelulares.
Se recogieron aproximadamente 150 mg de levadura (peso húmedo) por filtración
a travks de membranas de nitrocelulosa MILLIPORE AAWP04700 de 0.8
 pm de
diámetro de poro, congelando imediatamente el filtrado en nitrógeno líquido según
Saez, M. J. y Lagunas, R., (1976). Los extractos para las valoraciones se obtuvieron de
la siguiente forma: se precalentó durante 5 min un tubo de plástico con 4 m1 de etanol,
en un baiio de agua hirviendo. Se aiiadió la pella de levadura congelada sobre el etanol
y se agit6 vigorosamente. Se incubó 2 min en el baño y a continuación se congeló en
nitrógeno liquido. La muestra se liofilizó y el residuo sólido se resuspendió en 1-2 ml
de Imidml 20 rnM pH 7. A continuación se centrifugó en frío a 13000 r.pm durante
10 min. El sobrenadante se utilizó para la determinación de metabolitos.
4.3.4. Valoración de la concentración de metabolitos intracelulares.
Las concentraciones de glucosa-6-fosfato (G6P), fhctosa-6-fosfato (F6P),
fhctosa-1,6-bisfosfato (FDP), triosas fosfato (TP) y ATP, en los extractos obtenidos,
se determinaron por procedimientos enzimáticos según Bergmeyer, H. U., (1983). Para
los chlculos se aceptó que lg de levadura (peso húmedo) tiene un volumen de 0.6 m1
(Conway, E. J. y Downey, M., 1950).
20
Materiales y métodos
4.3.5. Valoración de la concentración de xilosa.
La xilosa presente en las muestras se determinó mediante un método
colorimétrico con floroglucinol (Eberts, T. J. et al., 1979). La reacción se llevó a cabo
en un volumen final de 0.52 ml, de los cuales 0.2 m1 fueron transferidos tras
completarse el ensayo a una placa multipocillos y se leyó la D.0.554 m y D.O.480 nm.
para evitar interferencia por la presencia de glucosa. Debido a que comprobamos que
la absorción que produce la glucosa en esas condiciones es la misma a 480 nrn y a 554
nm, mientras que la xilosa sólo da una absorción significativa a 554 m la cantidad de
xilosa en las muestras fue calculada mediante la diferencia de D O 5 5 4 m - D0.4!j0.
4.3.6. Valoración de la concentración de xilitol.
La concentración de xilitol en las muestras se midi6 por un método enzimiitico.
Como tampón se usó glicilglicina 50 mM y fosfato 25 mM (pH 8.6), el NAD se utilizó
a 4 mM y se inició la reacción con 60 mU de sorbitol deshidrogenasa, una enzima que
también es capaz de oxidar el xilitol. La velocidad de reducción del NAD se siguió
durante los primeros 90 segundos, y se llevaron en paralelo estandars de 5-25 moles
de xilitol.
4.3.7. Inactivación de la fructosa-L6-bisfosfatasa.
Las levaduras se crecieron en YPetanol. Cuando alcanzaron una densidad óptica
de 0.6 se tomaron muestras por centrifhgación, antes (tiempo O) y después de afiadir
glucosa al medio a una concentración final del 2%, a los tiempos indicados.
4.3.8. Desre~resión de la ~iruvato descarboxilasa.
Las levaduras fueron crecidas en YPetanol hasta la fase logaritmica del
crecimiento (D.O. de 0.6) y tras tomar una muestra de referencia (tiempo O) se
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recogieron por centrifugación y se resuspendieron en YPD a 4 m g , , húm& ml, tras lo
cual se tomaron muestras según los tiempos indicados.
4.4. TÉCNICAS DE GENÉTICA CLÁSICA.
Los cruzamientos entre cepas haploides, aislamiento de cigotos, esponilación de
diploides y micromanipulación de tetradas se realizaron según métodos convencionales
(Sherman, F. y Hicks, J. B., 1991).
4.5. TÉCNICAS DE BIOLOGÍA MOLECULAR.
Las técnicas más usuales de manipulación de DNA (digestiones enzimáticas,
PCR, ligaciones, etc) se realizaron según Sambrook, J. et al, (1989). La extracción de
DNA de geles de agarosa se llevó a cabo usando QIAquick Gel Extration Kit de
QIAGEN.
4.5.1. Plásmidos utilizados.
Los plásmidos utilizados en este trabajo son los siguientes:
- pGEMT-easy: plásmido linearizado con EcoRV que contiene extremos
protuberantes 3'T, que permiten la donación de cualquier producto de PCR
amplificado con la enzima Taq polimerasa por complementariedad de sus extremos
(Prom3a).
- pGPR1-RS416: Contiene el gen GPRI (de SacI a StuI) insertado en el sitio
SacISmaI de pRS416 (Yun, C. W. et al., 1998).
- pFA6a-KanMX4: Contiene el gen KanMX con el promotor y el terminador del
gen TEFdeS. cerevisiae. (Wach, A. et al., 1994)
- pMMBI: Derivado del pGPR1-M416 en el que se ha eliminado el hgmento
de 2 Kb. HpaI-BgíiI del gen GPRI y se ha sustituido por el M e n t o de 1.4 Kb.
EcoRV-BgN del gen KanMX (pFA6a-KanMX4) (este trabajo).
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- pMABI: Derivado del plásmido pUC18 que contiene el gen FBPl (sin
promotor) y 0.5 Kb de región 3' no codificante de S.cerevisiae.
- pJJ16: Contiene el kagmento BamHI- HindIIIde 1.5 Kb. del gen ACTI de S.
cerevisiae.
- pHGS102: Contiene un kagmento BamHI-Sacl del gen FBAl de S.cerevisiae
insertado en pGEM-2.
- pRB58: Derivado del plásmido pBR322 que contiene el gen SUC2 de
S.cerevisiae (Carlson, M. y Botstein, D., 1982).
- pINAl 101: Bluescript que contiene el gen ACTI de Y. lipolytica (lambert, M. er
al., 1997).
- YEp351-HXTI: contiene el gen HXTl de S cerevisiae en el vector episomal
YEp351 (cedido por F. Portillo, Madrid).
- pCK169: plhsmido multicopia que contiene el gen de fusión HXTI::lacZ (Ko,
C.H.etal., 1993).
4.5.2. Métodos de transformación celular.
Para la transformación de la bacteria E.coli se usó el método por choque térmico
según Hanahan, D., (1985). En casos en que se necesitó una alta eficiencia de
transformación, las bacterias se electroporaron tal y como se describe en Dower, W J.
et al., (1988).
La preparación de células de levadura competentes así como la transformación de
las mismas se llevó a cabo según el método que se describe en Ito, H. et al., (1983)
4.5.3. Aislamento de DNA plasmidico de E.coli.
Las minipreparaciones de plásmidos de E.coli se llevaron a cabo según Holmes,
D. y Quigley, M., (1981). La preparación de plásmidos a gran escala se realizó por lisis
alcalina según Bimboim, H., (1983).
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Figura 6. Comprobación mediante análisis de Southern y PCR de La correcta interrupción del gen GPR1.
Las levaduras se crecieron en YPD hasta fase estacionaria y el DNA genómico se extrajo como se indica en el apartado
4.5.5. 2 p.g de DNA de cada transformante se digirieron con las enzimas indicadas y las hibridaciones se realizaron como
se indica en el apartado 4.5.6. (A) Los esquemas representan las secuencias de! gen interrumpido asi como la de! silvestre.
El origen de cada secuencia representada es arbitrario. Cómo sonda se utilizó un fragmento de 0.9 Kb producto de una
digestión que comprende la región Clal (2320) - Bgl\\ (3255) del plásmido pGPRI-RS416 (Yun, C. W. et al., 1998) (ver
apartado 4.5.1). (C) . Resultado de la comprobación por PCR del mulante gpr I con los oligonucteótidos de iniciación 5'-
ATGCCACAAGCTGACCCTAAT-3' (que híbrida con el promotor de GPR1 desde la posición -1000 pb a -980 pb del
ATG) y 5"- CCATCCTATGGAACTGCCTC-3' (k3-KanMX4, que híbrida con la secuencia del gen KanMX desde la
posición-683 a-663).
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4.5.4. Obtención de DNA genomico de levadura.
La obtención de DNA de alto peso molecular requerido para Southern y PCR se
realizó mediante rotura de la levadura con bolas de vidrio siguiendo el procedimiento
descrito por Hoffman, C. S. y Winston, F., (1987).
4.5.5. Análisis del DNA genómico wr el mktodo de Southem.
La comprobación de la correcta interrupción génica se realid digeriendo con las
enzimas de restricción indicadas (PstI y BaI) 15Ude enzima12pg de DNA genómico
de levadura, posteriormente se siguió el procedimiento descrito por Southem, E. M.,
(1975) (fig. 6).
4.5.6. Obtención de RNA total de levadura v anblisis de northem
La toma de muestras de levadura, la extracción del RNA total asi como el estudio
de los mRNAs mediante sondas marcadas radiactivamente se realizó según se describe
en Belinchón, M. M. et al., (2004). En los experimentos relacionados con esta tesis las
muestras fueron recogidas por filtración a temperatura ambiente y almacenadas a -20°C
hasta el momento de su procesamiento.
Las sondas para northem utilizadas en este trabajo se describen en la tabla 2.
Tabla 2.
Sondas para northem blot.
Gen Sonda
ACTl Fragmento de 1.56 Kb producto de una digestión BamH-HrndIII del
piásmido pTJ16 que contiene el gen ACTI de S. cerevrsiae (desde -477 a
+ 1085).
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ICL1 Fragmento de 0.9 Kb (desde +603 a +1495) amplificado por PCR a
partir de DNA genómico de la cepa W3031A de S. cerevisiae
empleando los oligos:
5 '-TGCTGCTGGGATCCACATGG-3'
5'-TGGGCATAAGCTTTCATCCC-3'
GDH2 Fragmento de 0.74 Kb (desde +1725 a +2468) amplificado por PCR a
partir de DNA genbmico de la cepa W3031A de S. cerevisiae utilizando
los oligos:
5' -CC ATTTGGTAGC ATGATATCC-3'
5' -TTC AG AG AT ATCGC AAGG-3'
FBPI Fragmento de 0.82 Kb (desde +57 a +877) producto de una digestión
EcoRVStuI del plásmido pMAB1.
FBA1 Fragmento de 0.67 Kb (desde +1162 a +1832) producto de una digestión
NcoI-NcoI del plásmido pHGS102.
PMA1 Fragmento de 1.23 Kb (desde +1740 a +2970) producto de una digestión
BstXI-BstXI (cedido por F. Portillo).
rRNA 25s Fragmento de 127 Kb amplificado por PCR a parhr de DNA genómico
de la cepa W3031A de S. cerevisiae usando los oligos:
5 '-AGGTCGTACTGATAACCGCAG-3'
5'-ATGGTGCTTCGCGGCAATGCC-3'
rRNA 18s Fragmento de 0.91 Kb amplificado a partir de DNA genómico de la
cepa W3031A de S.cerevisrae usando los oligos:
5 '-CCTTAACGAGGAACAATTGGAGG-3'
5'-GGCATCACAGACCTGlTATT-3'
L-A dsRNA Fragmento de 1.2 Kb amplificado a partir de cDNA de la cepa W3031A
de S.cerevisiae usando los oligos:
5 '-GAGTACAAGCTGTATCGCGTCA-3'
5'-CACCTTTGCTGCCTCTGCCTGG-3'
YIACT1 Fragmento de 1.07 Kb producto de una digestión ScaI-XhoI del
plásmido pINA1 101 que contiene el gen ACTl de Y. Iipolytica.
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YITEF1 Fragmento de 1.4 Kb amplificado por PCR a partir de DNA genómico
de la cepa POla de Y. lipol~ca utilizando los oligos:
5 '-CACTAGGTACAAGCAGCTTA-3'
5' -T A AG AATCATTC A AAATGGG-3'
rRNA 18s Fragmento de 0.84 Kb amplificado a partir de DNA genómico de la
cepa POla de Y. lipolytica usando los oligos:
5'-CClTAACGAGGAACAAlTGGAGG-3'
5 '-GGCATCACAGACCTGTTATT-3'
SUC2 Fragmento de 0.8 Kb producto de una digestión BamHI-HindnI del
plásmido pRB58 (Carlson, M. y Botstein, D., 1982).
HXTI Fragmento de 0.23 Kb amplificado a partir de DNA genómico de la
cepa THGl de S.cerevisiae usando los oligos:
5 '-TCGTCAACTAGTTGATATACG-3'
5'-GGTGTCTACGTAACGGTTTCTAT-3'
4.5.7. Análisis de westem.
Se utilizaron extractos celulares preparados según se indica en el apartado 4.3.1,
Se precipitaron 50pg de proteína de cada muestra con 0.5 m1 de TCA 15% (ácido
tricloroácetico). Se resuspendieron a una concentración 0.4 mg/ml en el tampon de
Laemmli (Laemmli, U. K., 1970) (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, SDS 2%, DTT 20 mM,
EDTA 2 mM, sacarosa 10% y azul de bromofenol 0.1 mg/ml). Las muestras se
hirvieron durante 2 minutos y se separaron en geles de poliacrilamida 10% (gel
concentrador con Tris-Hcl 0.75 M pH 8.8 y gel separador con Tris-Hcl 0.25 M pH 6.8),
usando como tampon de electroforesis una solución de glicina 1.9 M y SDS 1%
ajustada a pH 8.3 con Tris-base. La electroforesis se realizó a temperatura ambiente.
Las proteínas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Schleider &
Schuell, PROTRAN 0.45 pm) mediante transferencia húmeda, usando como tampón de
transferencia Tris-base 250 mM, glicina 1.9 M y methanol 20%, con un aparato de
BIORAD. Se aplicaron 2 mA por cm2 de gel. Se tiñeron las proteínas que quedaron en
el gel con azd de Coomasie 0.05%, metano1 50% y ácido acético 10% durante toda la
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noche a temperatura ambiente Las proteínas de la membrana se visualizaron con el
colorante Ponceau (0.1% en hcido acético).
Las incubaciones con los anticuerpos primario (una hora y media) y secundario
(una hora) así como las diluciones de los mismos, se realizaron en solución de lavado
TBS 1X (Tris-HC1 20 mM pH 7.6, NaCl 137 mM), TWEEN 20 0.1% y 5% leche
descremada en polvo (Fluka). Se utilizó una dilución 1150.000 del anticuerpo primario
anti-FbPasa de S. cerevisiae producido en conejos (Funayama, S. et al., 1980) y una
dilución 115000 del anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado a la
peroxidasa de rábano (SC-2004, Santa Cruz Biotechnology, INC.). Para el revelado de
los inmunoprecipitados se utilizh una solución compuesta por Tris-HCl 1M pH 8.8,
ácido p-Cumárico 50 mM, luminol 50 mM y peróxido de oxígeno 3.6%.
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5. RESULTADOS.
5.1. Efecto de la falta de los sensores de membrana en diferentes
procesos desencadenados por la glucosa.
Como se planteó en la introducción se conoce ya el papel de los sensores de
membrana para la glucosa Snf3, Rgt2 y Gprl en algunos procesos que ocurren como
respuesta a la glucosa pero no está claro hasta que punto se requieren para otros. Para
estudiar la cuestión hemos construido diversos mutantes carentes de uno, de dos o de
los tres sensores de glucosa identificados en S. cerevisiae, concretamente mutantes
gprl, snj3 rgt2 y snf3 rgt2 gprl. En estas dos ultimas cepas se ha delecionado además
el gen MTHl para permitir la síntesis de los transportadores de glucosa.
5.1.1. Re~resión a corto y íargo plazo de diversas enzimas.
Está establecido que no todos las enzimas sujetos a represión catabólica se
regulan del mismo modo, sino que existen diferentes circuitos de regulación (Gancedo,
J. M., 1998). Por lo tanto, hemos realizado medidas de actividad enzimática de dos
enzimas pertenecientes a distintos circuitos: la enzima gluconeog6nica fiuctosa- l,6-
bisfosfatasa (FbPasa) y la glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD+ (GlutDH),
en condiciones de represión y desrepresión con las distintas cepas de estudio.
Los resultados que se muestran en la tabla 3 ponen de manifiesto que la ausencia
de los sensores de glucosa no incrementa en ningún caso los niveles de las enzirnas en
condiciones de represión y que durante la desrepresión los niveles de FbPasa y GlutDH
son semejantes en todas las cepas.
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Tabla 3. Efecto de la falta de sensores de membrana sobre la actividad de
diversas enzimas.
Enzima
%Pasa
(mulmgproteina)
GlutDH
(mulmg proteína)
Fuente
de carbono
2% Glucosa
2% Etanol
+ 3% glicerina
2% Glucosa
2% Etanol
+ 3% dicerina
Silvestre
51
29 f 1
10.2 f 3
124 f 5
gprl
<1
26 f 5
12 1 2
108f12
snf3rgt2 snf3rgt2gprl
~1
28 f 3
12.7 f 1
101 f 6
11
25 f 4
14 f2.6
107 f 7
Las levaduras se crecieron en medio n w (YP) con las fuentes de carbono que se uidican en la tabla y se recogieron en
la fase expouenctal del aecumeoto (2 m & dml) Los extractos, las valoranones Riamshcas y las de proteínas, se
iuciuon como se h b e m el apartado 4.3.2. Los resultados s m la muha de 3 o más menios i n d e p d i c n t e a f la
dcsv1m6n estaadar
Esto sugiere que ninguno de los sensores se requiere para la represión catabólica
pero podría ocurrir que si jugaran algún papel en la fase de transición de la levadura de
un crecimiento no fermentativo a uno fermentativo. Por ello realizamos un anhlisis de
northern para comprobar qu6 ocurre a corto plazo con los niveles de mRNA
correspondientes a genes que codifican enzimas susceptibles de ser reprimidas por
glucosa tales como la fnictosa-1,6-bisfosfatasa (FBPI), la isocitrato liasa (ICLI), y la
glutamato deshidrogenasa dependiente de NAD' (GDH2).
Como se muestra en la figura 7 tras la adición de glucosa hay un rápido descenso
en los niveles de mRNA, similar en la cepa silvestre y en las cepas mutantes que
carecen de Gprl o de los tres sensores, SnB, Rgt2 y Gprl.
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SNF3 RGT2 GPRl SNF3 RGT2 gprl snf3 rg12 gprl
YP üücerina 3% + Etanol 2% VP Glicerina 3% +• Etanol 2% YP Glicerina 3% + Hlanol 2%
- G l - O 5% + Glucosa 0.5% + G l - O S %
W D O T 14" YPD O T 14' YPD O 7' 14'
GDH2
lCLl
100 48
— •
15 100 31 100 71 51
100 51 21 100 47 16
FBPl
ACTl
ton 41 H 900 48
Fi 7. Efecto de los sensores de glucosi en la represión de diferentes genes por glucosa. Diferentes cepas
fueron crecidas en una fuente de carbono desrepresofa y se tomaron muestras antes (O min) y despub de añadir
glucosa al medio (7 y 14 mh.). Los RNAs correspondientes fueron analizados por n o - (va Material- y
métodos). Se cuantificaron los resultados tomando ACTl como wntml de carga Se u t ih ron como control
rmactos de levadura crecida en YPD en los que no se detectl e x p i 6 n .
5.1.2. Inducción Y reuresión de la invertasa.
Resultaba especialmente interesante estudiar el efecto de la falta de los sensores
de membrana en la expresión de la invertasa ya que esta enzima es inducida por bajas
concentraciones de glucosa y reprimida a altas concentraciones de dicho azúcar.
Evaluamos la actividad de la enzima sometiendo a la levadura, tanto silvestre como
mutante para gprl, snJ3 rgt2 y snz rgt2 gprl respectivamente a condiciones represoras
(2% glucosa) y desrepresoras (0.05% glucosa). Como se observa en los resultados de
la tabla 4 la ausencia de sensores no impide que la enzima se reprima normalmente por
glucosa alta. Sin embargo, los niveles de actividad a baja glucosa alcanzados por la
cepa silvestre se ven disminuidos a la mitad en los mutantes gprl y snf3 rgt2 e incluso
se reducen a un tercio en el triple mutante.
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Tabla 4. Efecto de la falta de sensores de membrana sobre la actividad de la
invertasa.
Enzima Fuente
de carbono
Silvestre gPrl snf3rgt2 snj3rgt2gprl
Invertasa
(mUImg levadura)
2% Glucosa
0.05% Glucosa
<S
230f17
1
120f16
7
112I6
I
70f14
Las levaduras se crecieron en YPglucosa hasta la fase exponencial del crecimiento, r e s u s ~ 6 n d o s e
posteriormente en YP 1.5 rrtgpea, m+dml c o n la glucosa indicada en la tabla y valorándose invertasa como se indica en el
apartado 4.3.2. L a resultados son la media de 3 o m8s experimentos independientes f la desviación estandar.
Con el fin de comprobar si el efecto que se observa en la actividad enzimática de
la invertasa se debe a una regulación a nivel de la transcripción del mRNA o a un
control postranscripcionai llevamos a cabo un estudio cuantitativo de expresión del
mRNA correspondiente a SUC2 a lo largo de la desrepresión en glucosa al 0.05%. El
resultado del análisis de northern muestra cómo la falta de los sensores disminuye el
nivel máximo de expresión del gen de la invertasa, siendo el efecto más acusado en el
triple mutante con niveles del mensajero un 40% de los del silvestre (fig. 8).
SNF3 RGI2 CPRI
+ Glucosa 0.05%
YPD 30" 60' W
SUC2 A f l
rRNA25S |
+ Glucosa 0.05%
YPD 30' 60' W
sn/3rgt2 sn/3rgl2gprl
+ Glucosa 0.05% i Glucosa 0.05%
YPD 30' 60' <
T^r r
A ^ i i
W YPD 30' W W
P * # 9
; rr: i
Fi 8. Efecto de ia úilt. de loa aeiisorea de glnaisi en ia ladnfeián de Ii lavertasa. Las
diferentes cepas h imn crecidas en YPD hasta la fase exponencial de crecimiento y se
resuspendieron en YPglucosa 0.05% (1.5 m & h d m l ) . Transcurridos Iw tiempos
indicados, los RNAs correspondientes fueron analusdos por norihern (ver Materiales y
métodos). El rRNA 25s se tomó como control de carga
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5.1.3. Inducción de la piruvato descarboxilasa.
Se compararon las cinéticas de inducción de la piruvato descarboxilasa en un
mutante carente de los tres sensores de membrana para la glucosa y en una cepa
silvestre. Como se observa en la figura 9 la actividad enzirnatica comienza a aumentar
iras la adición de glucosa de forma muy semejante para ambas cepas, pero
posteriormente la cepa snj3 rgt2 gprl muestra un cierto retraso en la desrepresión y el
nivel máximo de Pdc alcanzado es algo menor.
900
800
700
g 600
§ 5 0 0 J
a. y
g- 480 J
1 300y/
100
0 1
/ •
- • - SNF3 RGTZ MiHI GPRl
• srrf3 rg12 mth 1 ~1
2 3 4 5 6 7
Tiempo (horas)
F g a n 9. Efecto de k fi lt . de aenrorea de membrini a la desreprraión de Ii
Pdc. Las levaduras se crecieron en YPetanol hasta la fase exponencial del
crecimiento. Tras tomar un muestra de referencia (tiempo O) se resuspendieron en
YPD a 4 m $ , d m l y s e tomaron muestras a los tiempos indicados. La
valoración de la Pdc y de la pmteina se realizó segh se describe en Materiales y
m6todos.
Por otro lado resultados preliminares muestran que el efecto de la falta de
sensores sobre la inducción de la Pdc en levaduras crecidas en presencia de glucosa es
muy poco marcado. Si acaso se observa una disminución de los niveles de Pdc en
condiciones de desrepresión de alrededor de un 20% en la cepa snj3 rgt2 gprl (tabla
5).
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Tabla 5. Efecto de la falta de sensores de membrana sobre la actividad de la
piruvato descarboxilasa durante el crecimiento en glucosa.
Enzima
Pdc
(mU/mg proteína)
Fuente de
carbono
2% Glucosa
Silvestre
1050
gprl
1100
snj3 rgt2
960
snj3 rgi2 gpr1
875
Las levaduras se a e c i a m en YPg1ucc.m hasta la fase exponaicial del creómiento, v a l h & s e la actividad de la
Pdc y de la proteina mo se indica en el apartado 4.32.
5.1.4. Inducción del transportador de glucosa HXTI.
Utilizando la fusión g6nica HXT1-lacZ hemos estudiado la inducción de dicho
transportador de glucosa en presencia de diferentes fuentes de carbono y en distintas
cepas de levadura carentes de algunos o de todos los sensores de membrana plasmática
para la glucosa.
Como indican los resultados de la tabla 6 la falta de los sensores Snf3 y Rgt2
impide la expresión del transportador de giucosa HXTl cuando la levadura está
creciendo en presencia de altas concentraciones de dicho azúcar, pero la falta de Gprl
no tiene ningún efecto
Tabla 6. Efecto de la falta de sensores de membrana sobre la expresión del
gen de fusión WXTI-M.
Enzima Fuente Silvestre gptl snj3 rgt2 snj3 rgt2 prl
de carbono
- 2% Galactosa 29 75 33 41
(mU/mg proteína) 2% Glucosa 2900 f 1440 2040 f 7 2 0 3 0 f 1 0 40 f 10
Las levaduras baosfomiadas wn el plásmido pcK169 (ItYT1::lacZ) se crecieron en medio n w (YP) con las heutes
de carbono que se indican en La tabla, y se noogienm en la fsse c x p m e i a l del crecimiento (2 rug,^ = d m l ) , valorándose
la actividad B-gakcsidasa y de la pmtnna mmo se indica en el apartado 4.3.2.
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5.1.S. Inactivación de la FbPasa.
Como se comentó anteriormente, la glucosa desencadena la inactivación de
diversas enzima y transportadores de azúcar. El caso mejor estudiado es el de la
FbPasa que sufre una primera inactivación reversible por fosforilación que ocurre
inmediatamente después de añadir la glucosa (1-2 minutos), y una segunda
inactivación irreversible por degradación proteolítica que tiene lugar en 1-2 horas. Los
resultados que se muestran en la figura 10 indican que la ausencia de los sensores no
modifica la secuencia temporal ni cuantitativa de la primera fase de inactivación de la
enzima, sin embargo la falta de SnB, Rgt2 o de Gprl produce un enlentecimiento en la
inactivación por proteolísis de la FbPasa. El efecto es particularmente marcado cuando
están ausentes los 3 sensores de glucosa.
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F i p n 10. Efecto de L hita de icnwra de membrana en I . inactivacibn de
la F b - Las levaduran se crecieron ea YPetmol hade la fasc e x p m x i a l del
rrsimiento.. y se tomaron mucptras antes (tiempo O) y a los tiempos Micados
d e s @ de añadir glucosa a una concenkación final del 2%. La valoraoióa de la
actividad %Pasa y de la pmteina se realid según se describe en Msteriaies y
métodos.
5.1.6. Activación de la ATPasa de membrana.
Como representativa de los procesos de activación enzimática provocados por la
glucosa se estudió la activación de la ATPasa de membrana Para eiio utilizamos una
medida indirecta de la actividad de esta enzima como es la variación de pH
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extracelular que tiene lugar como consecuencia de la expulsión al medio, por dicha
ATPasa, de los protones producidos por el metabolismo de azúcares como la glucosa y
la galactosa. Como se muestra en la figura 11 la ausencia de uno, dos o incluso de los
tres sensores de membrana para glucosa identificados en S. cerevisiae no modifica el
patrón de disminución del pH extracelular en comparación con la cepa silvestre.
SNF3 RGR MHI OPRl
SNF3 RCR MTH1 gprl
sif3rgt2mthlOPRI
snf3 g2 mthl gprl
100 2W 300 400 5W
Tiempo (segundos)
600
Figura 11. Efecto de la ausencia de sensores de membrana en L. acidificación
del medio por L. adición de &cosa. Las levaduras se crecieron en YPglwsa,
se recopieron a 4 r n h d m l y se ayunaron en agua a 4 T . Posteriormente se
suspendieron en tampón (ver MateMes y métodos) y se aüadió glucosa a una
~ ~ i ó n final de 10 mM y se midió el pH del medio a lo largo del tiempo.
5.2. Efecto de la ausencia de enzimas fosforilantes de glucosa en
diferentes procesos desencadenados por glucosa.
Para evaluar el papel de distintas enzirnas fosforiiautes de glucosa en diferentes
procesos que ocurren en la levadura en respuesta a la presencia de glucosa, hemos
utilizado dos grupos de cepas. Por una parte cepas isogénicas que pueden expresar una
sóla de las enzimas fosforilantes de glucosa y su control silvestre (genotipos: HXKl
hXK2 GLKI, HXKl hk2 glkl, hxkl HXK2 glkl, hkl hk2 GLKI). Y por otra una
cepa totalmente incapaz de fosforilar glucosa (hkl hk2 glkl) junto con una cepa
control en la que se ha reintroducido el gen hXK2.
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5.2.1. Re~resión de diferentes enzimas durante el crecimiento.
Con las cepas descritas anteriormente hemos realizado medidas de actividad
enzimática de diversas enzimas sujetas a represión catabólica y pertenecientes a
distintos circuitos de regulación durante el crecimiento en distintas fuentes de carbono.
Los resultados que se muestran en la tabla 7 indican que la presencia de
cualquiera de las tres enzimas fosforilantes permite la represión por glucosa de las
enzimas gluconeogénicas, FbPasa e ICL. Se podna pensar que la falta de expresión en
un medio con glucosa como Única fuente de carbono se debe a la falta de algún
inductor, pero tampoco se observa actividad enzimat~ca en un medio con glucosa y
etanol. En el caso de la GlutDH sólo la Hxk2 permite la total represión, esta es
moderada cuando está presente sólo la Hxkl y muy escasa en la cepa con sólo Gkl .
Tabla 7. Efecto de la ausencia de enzirnas fosforilantes de glucosa sobre la
actividad de diversas enzimas.
Enzima Fuente Silvestre HXK2 HXKl GLKl
de carbono
Glucosa I I $1 $1 3 f 1
FbPasa Glucosa+Etanol 51 $1 51 51
(mU/mg proteína) Etanol 70 f 11 59 ± 3 65 f 3 69 f 14
Glucosa I I I l 11 2 f l
ICL Glucosa+Etanol I I <1 11 2 f l
(mulmg proteína) Etanol 148 f 17 154 f 29 133 f 2 3 138 f 15
Glucosa 8 1 2 10 f 2 44 f 9 120 f 1 5
GlutDH Glucosa+Etanol 11 ± 1 12 f 1 43 f 11 71 f 20
(mU/mg proteína) Etanol 157 f 10 173 f 8 169 f 21 188f 29
Las levaduras se uecimm en medio nco (YP) con las fumtes de carbono que se m&can en la tabla y se rewgwon eo
la fase exponmcial del crecimiento (2 m + - & m l ) Los &actos , las valoraciones ennmahcas y las de protemas, se
b i n a n i como se dwxibe m el apartado 4 3 2 Los resultados scm la media de 3 o más expaimmtos 111d&entes f la
desvuic1ón cstgodar
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Como se muestra en la tabla S, en la cepa silvestre la glucosa bloquea totalmente
la inducción por galactosa de la galactoquinasa. En cambio, en el mutante que s610
posee Hxkl la glucosa sólo reduce a la mitad la actividad de la enzima, y en el mutante
con Glkl la glucosa no tiene efecto.
Tabla 8. Efecto de la ausencia de enzimas fosforilantes de glucosa sobre la
actividad de la galactoquinasa.
Enzima Fuente Silvestre HXKl GLKl
de carbono
Galactoquinasa Galactosa 560 f 80 (4) 785 f 5 8 (3) 535 f 9(3)
(mU/mgproteina) Galactosa 120(4) 384 f 8 0 (4) 540rtlOO(5)
+ Glucosa
Las levaduras se crecieron en YP wn las &entes de carbono que se india en la tabla y se recogieron en la fase
exponencial del crecimiento (2 m & h d m l ) . Los extractos, las valoraciones enzidticas y las de proteinas, se hicieron
como se describe en el apartado 4.3.2. Los resultados son la media de 3 o más experimentos independientes + la desviación
estandar.
En la tabla 9 se muestra que en una cepa carente de las tres enzimas fosforilantes
de glucosa no se observan diferencias marcadas en los niveles de FbPasa, ICL, GlutDH
y galactoquinasa entre levaduras crecidas en ausencia o presencia de glucosa.
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Tabla 9. Efecto de La ausencia de las tres enzimas fosforilantes de glucosa
sobre la actividad de diversas enzimas.
Enzima
%Pasa
(mU/mg proteína)
ICL
(mu/mg proteína)
GlutDH
(mU/mg proteína)
Galactoquinasa
(mUImg proteína)
Fuente
de carbono
Etanol
Etanol+Glucosa
Etanol
Etanol+Glucosa
Etanol
Etanol+Glucosa
Galactm
Gal actosa+Gluw sa
hrkIhkx2glk1
68 f 4
6 0 f 1
170 f 2
145 f 6
152 f 6
135 + 16
600 f 70
660 f 25
Las levaduras se m i e r o n en medio n w (YP) um las iüentes de carbono que se indican en la tabla y se recogieron en
la fase exponencia1 del crecimiento (2 m & , h h & d ) . Los extractos, las valoraciones enzimhticas y las de proteínas, se
hicieron wmo se describe en el apartado 4.3.2. Los resultados son la media de 3 o más experimentos independientes f la
desviación estandar.
5.2.2. Cinética de desreoresion de diferentes enzimas.
Además de comprobar cómo afecta la glucosa la actividad enzimatica de
determinadas enzimas en la cepa hxkI ksk2 glkl durante el crecimiento, pensamos que
sería i n t e m t e tambidn examinar si la glucosa afecta a la cinética de desrepresión.
Cómo se muestra en las figura 12 los niveles de desrepresión en etanol
alcanzados por la FbPasa y por la ICL en esta cepa entre las 4 y 6 horas son similares a
los obtenidos en condiciones de crecimiento (ver tabla 9). Sin embargo, se puede
observar que cuando la glucosa está presente en el medio se produce un retraso claro
en la desrepresión. En el caso de la enzima glutámico deshidrogenasa este retraso no se
produce de forma consistente (resultados no mostrados).
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Figura 12. Cinética de desrepresión de las enzimas FbPasa e ICL en la cepa hxkí hxk2 glkí. Las
levaduras mecidas en YPgalsctosa hasta la fase exponencial se muspendinoo m los medios indicados a 20
mg/ml y se tomaron muestras por cenhifugación a los tiempos indicados. La valoración de la F b P q de ICL y
de la pmteina se realizó según se describe en Materiaies y mitodos.
5.2.3. Inducción y represión de la invertasa
Ya hemos comentado que la invertasa tiene una relación particular con la
glucosa, ya que bajas concentraciones de ésta promueven su inducción y altas
concentraciones del azúcar reprimen la expresión de la enzima. Como con el resto de
enzimas estudiadas en este trabajo examinamos cómo iduye la falta de fosforilación
de la glucosa a la actividad enzimática de la invertasa durante el crecimiento.
Como se muestra en la tabla 10, en galactosa la invertasa no se encuentra
totalmente reprimida y se observa cierto aumento de los niveles de actividad de la
enzima en presencia de una baja concentración de glucosa. Sorprendentemente a
concentraciones altas de glucosa se produce una inducción de hasta 10 veces con
respecto a la obtenida con 0.05% glucosa En la cepa control que posee Hxk2, la
invertasa se encuentra reprimida a 2% glucosa (17 mU/mg levadura), como era
esperable, y se induce a 0.05% glucosa (410 mU/mg levadura).
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Tabla 10. Efecto de la ausencia de las tres enzimas fosforüantes de glucosa
sobre la actividad de la invertasa.
Enzima Fuente
de carbono
hxklhxk2glk¡
Invertasa
(mU/mg levadura)
Gaiactosa
Gal + 0.05% Glucosa
Gal + 2% Glucosa
59 + 12
97+14
750 I 390
Las levaduras se crecieron en medio mínimo (YNB) wn las fuentes de carbono que se indican en la tabla y se
rewgienm en la fase expnencial del rrecimiento @.O. 0.3). La valwación de la inmima se realizb según wmo se W b e
en el amo 4.3.2. Los resultados son la media de 3 o más experimentos independientes f la desviación estandar.
Ante estos resultados decidimos realizar un análisis de northem para comprobar
si el efecto observado en la actividad enzimática de la invertasa se corresponde con la
regulación a nivel de transcripción del gen SUC2. Los datos mostrados (fg. 13)
confirman los elevados niveles de expresión de la invertasa a alta concentración de
glucosa cuando ésta no se fosforila. En todos los casos se valoró la cantidad de glucosa
presente en el medio en el momento de recoger la levadura, sin observarse un consumo
apreciable de glucosa.
hklhrklglkl
Galactosa GalactossM.O5Y&gIu
Galac(osa
+2%u
SUC2 [ j
rRNA
Figura 13. Efecta de Ii iu~neia de eazimu fnsforiluitea de ghciicoai
en Ii indncción de SUCZ. Las levaduras se crecieron en medio mínimo
(YNEI) en las fwntes de carbono qne se indican en cada c m y se
recogieron en la fase exponencial del crecimiento. Los RNAs
comspondieotes fueron analindos por northem (ver Matetiales y
milodos). Los rRNAs 18s y 25s teñidos wn anil de metileno se
tomaron como wntrol de carga
Por otra parte si la única enzima fosforilante de glucosa presente es la Hxkl no
existe represión por glucosa alta de la invertasa (1800 mU/mg levadura) alcanzándose
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los mismos niveles que en condiciones de inducción, es decir, desreprimiendo la
levadura en presencia de glucosa 0.05% (1500 mU/mg levadura). En la cepa silvestre
isogénica la actividad invertasa está totalmente reprimida en presencia de glucosa 2%
y alcanza unas 1200 mU/mg levadura durante la desrepresión en glucosa al 0.05%.
5.2.4. Inducción de la ~iruvato descarboxilasa.
En ausencia de las enzimas capaces de fosforilar la glucosa no existe inducción
de la Pdc en presencia de glucosa como se muestra en la cinética de desrepresión de la
figura 14.
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hxkl hxk2gtkl
hkl HXK2hk2gIklglkl
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F~ra 14. Efecto de ia falta de enzimas capaces de fosforilsr glucosa en la
desrepd6n de ia Pdc Las levaduras se cnciemn en YPetanol hasta la fase
exponencia1 del asirniarto. Tras tomar un muestra de r e f - i a (tiempo O) se
resuspendiemn en Y P - l (hrkl hxk2 gikl) y en YPD (hkl IiIYKL gikl) a 4
m & , , L m l y s e * tomaron muesrras a los tiempm indicados. La valoración de la
Pdc y de la pmtcina se iralizó según se describe en Materiales y métodos.
Cuando la única enzima capaz de fosforilar la glucosa es la Glkl la cinética
inicial de inducción de la Pdc es semejante a la de la cepa silvestre, sin embargo
posteriormente no aumenta la actividad Pdc con lo que sólo alcanza un valor máximo
de un 50% del de la cepa control (fig. 15).
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Figura 15. Efecto de L iaaenei. de ha hexokinurs 1 y 2 en la dearepraión de
ia Pde. Las levaduras se crecieron en YPetanol hasta la faw exponencid del
crecimiento. Tras tomar un muestra de referencia (tiempo O) se resuspendieron en
YPD a 4 m$ , , , & m i y se tomaron muestras a los tiempos indicados. La
valoración de la Pdc y de la proteina se r d w según se describe en Materiales y
métodos.
Cuando las levaduras están creciendo en presencia de glucosa los niveles de Pdc
son semejantes para la cepa silvestre y para las que sólo poseen Hxkl o Hxk2. Sin
embargo estos valores de actividad se reducen a la mitad si la enzima capaz de
fosforilar la glucosa presente es la Glkl (tabla 11).
Tabla 11. Efecto de la ausencia de enzimas fosforilantes de glucosa sobre la
actividad de la piruvato descarboxilasa durante el crecimiento en glucosa.
Enzima Fuente de
carbono
Silvestre HXK2 HXKI GLKl
Pdc
(mulmg pmteina)
2% Glucosa lO5O f 80 1090 f 150 1200 f120 610 f45
Las levaduras se crecieron en YPglucosa hasta la fase exponencid del crecimiento, valorhdose la actividad de la
Pdc y de la pmteina como se indica en el apartado 4.3.2.
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5.2.5. Inducción del trans~ortador de glucosa HXTl.
De nuevo la construcción genica iZV1-lacZ nos ha permitido analizar la
inducción de dicho transportador de glucosa en presencia de diferentes fuentes de
carbono y en distintas cepas de levadura cuentes de las enzimas capaces de fosforilar
la glucosa.
Como se observa en la tabla 12 existe una cierta activación de más de 10 veces de
la transcripción durante el crecimiento en glucosa de HXTI en ausencia de las enzimas
capaces de fosforilar dicho aziicar. Aunque la inducci6n es unas 5 veces mayor cuando
se ha restituido la Hik2 el nivel de expresión de HXTl no se ve disminuido con la falta
del sensor Gprl, pero la gran variabilidad en la actividad obtenida no nos permite
asegurar que el aumento aparente observado sea significativo.
Tabla 12. Efecto de la ausencia de enzimas fosforilantes de glucosa sobre la
expresión del gen de fusión HXTI-la&
Enzima Fuente hxkl hxk2 glkl hxkl hxk2 glkl gprl HXK2
de carbono
Rgalactosidasa 2% Galactosa 15 f 9 17 f 3 19 f 3
(mU/mg proteína) 4% Glucosa 244 f 13 430 f120 1210 f172
Las levadwas i r a u s f d con el plásmirb poK169 (HXTI: :lacZ) se crecieron en medio mínimo (YNB) con las
fucnt*i de carbcmo que se indican en la tabla, y se ncogiscm en la fase exponencia1 del crecimiento (2 m g , A ) ,
vaidmiose la actividad Lgaladosidasa y de la proteína wnm se indica en el apartado 4.3.2.
5.2.6. Inactivación de la FbPasa.
Hemos examinado tarnbikn el efecto de la falta de enzimas capaces de fosforilar
la glucosa sobre el proceso de inactivación de la FbPasa .
Como se puede observar en la figura 16 cualquiera de las tres enzima5
fosforilantes de glucosa permite la inactivación de la FbPasa por dicho anicar. En
cambio la ausencia de las tres enzimas disminuye la inactivación a corto plazo
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casusada por la fosforilación de la FbPasa y bloquea totalmente la inactivación debida
a degradación proteolítica (fig. 17).
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Figura 16. Efecto de la falta de distintas enzimas fosforilantes de glucosa en
la inactivación de la FbPasa. Las levaduras se crecieron en YPetanol hasta la
fase exponencial de! crecimiento y se tomaron muestras antes (tiempo 0} y a los
tiempos indicados después de añadir glucosa a una concentración final del 2%.
La valoración de la actividad FbPasa y de la proteína se realizó según se
describe en Materiales y métodos.
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Figura 17. Efecto de la falta de enzimas capaces de fosforilar glucosa en la
inactivación de la FbPasa. Las levaduras se crecieron en YPetanol hasta la fase
exponencial del crecimiento y se tomaron muestras antes (tiempo 0) y a los tiempos
indicados después de añadir glucosa a una concentración final del 2%. La
valoración de la actividad FbPasa y de la proteina se realizó según se describe en
Materiales y métodos.
La ausencia del sensor de membrana Gprl en el triple mutante, hxkl hxk2 glkl,
tiene un efecto adicional sobre la inactivación a corto plazo de la FbPasa que se reduce
a menos del 20%.
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Teniendo en cuenta que se había publicado que la FbPasa no se degradaba en una
cepa carente de Hxk;! (Horak, J. et al., 2002) examinamos si la inactivación observada
se debía realmente a la degradación proteolítica de la enzima. En los resultados que
muestra el análisis de westem (fig. 18) se puede observar que en el primer minuto en el
que tiene lugar la inactivación de la enzima por fosforilación no se aprecia degradación
mientras que a partir del minuto 30 existe una disminución gradual de la cantidad de
proteina capaz de reaccionar con el anticuerpo antiFbPasa que resulta consistente con
la disminución de la actividad enzimática.
HXKl HXK2 GLKI
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hrkl hrki GLKI
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KhPasa
" 38KDi.
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Figura 18. Efecto de ia ausencia de las hexoquinasas 1 y 2 en 1s degradación de la
proteina EbPasa. Las levaduras se crecieron en YPetanol hasta la fase exponencial del
crecimiento y se tomaron muestras antes (tiempo O) y después de añadir glucosa a una
concentración tina1 del 2% a los tiempos indicados. La realización del westem y los
anticuerpos anti-FbPasa utilizados se describen en Materiales y mdtodos.
5.2.7. Activación de la ATPasa de membrana.
Con el fm de comprobar si la fosforilación de la glucosa es necesaria para la
activación de la ATPasa de membrana realizamos un estudio comparativo de la
activación de la bomba de protones por dos azúcares, glucosa y galactosa, en dos
cepas, una silvestre para las tres enzima fosforilantes y otra que carece de ellas.
Como se observa en la figura 19 la cepa silvestre precrecida en gaiactosa es capaz
de acidificar el medio tras la adición tanto de glucosa como de galactosa, una medida
indirecta de la activación de la ATPasa, mientras que la cepa incapaz de fosfonlar la
glucosa no acidifica prácticamente el medio en presencia de dicho azúcar, pero sí en
respuesta a la galactosa.
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Figura 19. Efecto de la ausencia de enzimas fosforilantes de glucosa en la acidificación
del medio por la adición de glucosa y galactosa. Las levaduras se crecieron en
YPgalactosa, se recogieron a 4 mg^., húm o^/ml y se ayunaron en agua a 4°C.
Posteriormente se suspendieron en tampón (ver Materiales y métodos) añadió glucosa o
galactosa a una concentración final de 10 mM y se midió el pH a lo largo del tiempo.
5.3. Efecto de distintas fuentes de carbono no fermentables sobre la
expresión de diversos genes sujetos a represión catabólica.
Hemos examinado la capacidad de la xilosa y otras fuentes de carbono no
fermentables para producir represión catabólica en S. cerevisiae. Para ello hemos
utilizado una cepa modificada por ingeniería genética ya que S. cerevisiae es incapaz
de metabolizar pentosas. En esta cepa, TMB3001c, se encuentran integrados los genes
XYL1 y XYL2 de Pichia stipitis, que codifican la xilosa reductasa y la xilitol
deshidrogenasa respectivamente, y el gen XKS1 de S. cerevisiae que codifica la
xilulosa kinasa, todos ellos bajo el control del promotor del gen PGKl que codifica la
fosfoglicerato kinasa (ver figura 5).
5.3.1. Desrepresión de enzimas gluconeogénicas, glutámico deshidrogenasa,
galactoquinasa e invertasa.
Para estudiar cómo afecta a la desrepresión de las enzimas seleccionadas la
presencia en el medio de las distintas fuentes de carbono de estudio, primero se
crecieron las levaduras en glucosa y después las células reprimidas fueron
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resuspendidas en diferentes medios de desrepresión/inducción (según se describe en el
apartado 4.3.2.) en presencia de las fuentes de carbono examinadas.
Los resultados de las medidas enzimáticas que se muestran en la figura 20
permiten concluir que la xilosa bloquea completamente la desrepresión de las enzimas
FbPasa e ICL y disminuye fuertemente la desrepresión de GiutDH. El efecto de la
xilosa en la inducción de la galactoquinasa e invertasa es más débil: los niveles de
galactoquinasa diminuyen unas 3 veces al añadir xilosa al medio tanto al 1% como al
5% con respecto a las medidas en presencia de galactosa sola (fig. 21), mientras que la
inducción de la invertasa a baja concentración de glucosa no fue afectada por xilosa al
1% pero disminuyó unas 4 veces en presencia de xilosa al 5% (fig. 22). La represión
por xilitol de las enzimas FbPasa, ICL y GlutDH fue limitada, entre un 30-40% con
respecto al control de desrepresión en etanol (fig. 20).
Analizamos tambibn el efecto de fuentes de carbono gluconeogénicas como la
glicerina o la dihidroxiacetona, sobre la desrepresión de diversas enzimas. Observamos
que causan cierta interferencia con la desrepresibn observada en presencia de etanol y
galactosa con una disminución de los niveles de actividad enzimática entre un 35-65%
(figuras 20 y 21).
Sin embargo estas fuentes de carbono no tuvieron ningún efecto en la
desrepresión de la invertasa (fig. 22).
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Figura 21. Efecto de diferentes fuentes
de urboao no fermenta ble en h
darepraisi de h gilictolthiui. La
cepa de S cerevisiae TMB3001c fue
mecida en YPgluco~a y desreprimida
durante 5 horas en presencia de las
fuentes de carbono indicadas en cada
caso, tal y como se describe en el
apartado 4 3 2 . Los datos son la media de
al menos 4 expenmentos independientes
± la desviación estandar Gal =
Galactosa; Xil = Xilosa, DHA =
Dihidroxiacetona.
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Con el fm de comprobar si en la cepa TMB3001 c la baja actividad de la FbPasa,
ICL y GlutDH observada en presencia de xilosa está asociada con bajos niveles de los
correspondientes mRNAs, hemos realizado un análisis de northem. Se comprueba que
en extractos de células reprimidas los niveles de mRNAs son indetectables y que la
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adición de xilosa al medio de desrepresión bloquea la síntesis de los mensajeros
medidos (fig. 23).
Gluwsa Emol Etanol
+ Xilosa
GDR2
¡CU
Figura 23. Efecto de la xüoiloss ea los niveles de mRNA de diierenta
enzimas. La cepa TMB3001c de Scerevisme fue creeida en
YPglucosa y desreprimida en presencia de etanol 2% o etanol 2% +
xilosa 1 % como se describe en Materiales y métodos. La extracción de
RNA total & la levadura y la ddeceión de los mRNAs se describen
tambidn en ese apartado.
Para evaluar en que medida la represión causada por la xilosa es dependiente de
su metabolismo, investigamos el efecto de la xilosa en la levadura CENPK 102-5B,
que tiene el mismo fondo genético que la cepa TMB3001c, pero no es capaz de utilizar
la xilosa. Se comprobó que la xilosa no produce efectos significativos, mientras que los
efectos de la glicerina y de la diiidroxiacetona fueron similares en esta cepa y en la
TMB3001c(fig.24).
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5.3.2. Niveles de actividad de diversas enzimas durante el crecimiento.
Se ha examinado también el efecto de las distintas fuentes de carbono sobre la
represión catabólica durante el crecimiento de la levadura, comparando los niveles de
enzimas en un medio que contenía la fuente de carbono desrepresora o una fuente de
carbono potencialmente represora, o una mezcla de ambas.
Las actividades de las enzimas estudiadas son muy similares en glicerol, o en una
mezcla de glicerol y etanol. Como se observa en la figura 25 para la isocitrato lima, la
actividad enzimhtica fue mucho más baja en estos medios que la observada durante el
crecimiento en etanol, la disminuci6n de la actividad FbPasa fue sólo de un 30% y la
actividad de la GlutDH podría ser incluso más alta La xilosa, tanto sola como junto
con el etanol, permite una desrepresión parcial de la FbPasa y de la ICL
(aproximadamente un 30% y un 20% respectivamente de la observada en levaduras
crecidas en etanol). Curiosamente, la desrepresión de la GlutDH fue total durante el
crecimiento en xilosa alcanzándose los mismos niveles que en glicerina, mientras que
en una levadura crecida en una mezcla de xilosa y etanol, la actividad de la GlutDH
fue de 2 a 3 veces más baja que en levaduras crecidas en un medio con cualquiera de
estas fuentes de carbono.
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Ni la xilosa, al 1% o al 5%, ni la dihidroxiacetona o la glicerina disminuyeron la
actividad de la galactoquinasa durante el crecimiento en galactosa (fig. 26).
Para desreprimir la invertasa, crecimos la levadura en rafinosa, ya que durante el
crecimiento en sacarosa se observaron niveles muy bajos de actividad enzimhtica. (fig.
27). La adición de 1% ó 5% de xilosa causaba una reducción de la actividad invertasa
(un 25% y 60% respectivamente), mientras que el crecimiento en xilosa sólo permitía
una desrepresión parcial de la invertasa.
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5.3.3. Falta de correlación entre represión de la FbPasa v niveles intracelulares
de hexosas fosfato.
Para explorar una posible correlación entre el grado de represión catabólica
producido por las distintas fuentes de carbono utilizadas en los experimentos anteriores
y la concentración de algún metabolito intracelular que pudiera desempefiar un papel
regulador en el proceso se midieron los niveles de dos intermediarios glicolíticos clave
que se acumulan en la levadura crecida en glucosa. Como puede observarse en la tabla
13 aunque la concentración tanto de glucosa-6-P como de fmctosa-1,6-bisfosfato es
mas baja cuando la levadura crece en xilosa que cuando crece en etanol o glicerina, la
FbPasa está sólo parcialmente desreprimida en estas condiciones.
Tabla 13. Ausencia de correlación entre la represión de la FbPasa y los
niveles intracelulares de hexosas fosfatos.
Fuente de carbono
Glucosa 2%
Xilosa 1%
Glicerina 3%
Etanol 2%
Glucosa-6-P
(mM)
0.94 * 0.06 (4)
0.34 * 0.01 (2)
0.56 *0.06 (2)
0.48 *0.07 (5)
Fructosa 1,6-Pz
(mM)
3.0 * 0.2 (4)
<O.1 (2)
O.16 i0.06 (2)
O.1O i0.06 (5)
FbPasa
(mUImg proteína)
<1
20
40
60
La cepa TMB3001c de Scerm'sisae fue crecida en medio rico (YP) wn las fuentes de carbono indicadas. Para
determinar los niveles intracelulares de metabolitos, la levadura se recogió en la fase exponencial del crecimiento y los
extractos se realizaron como se indica en el apartado 4.3.3. Las datos de actividad de la FbPasa provienen de la figura 25.
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Discusión
En este trabajo hemos comprobado que los sensores SnB y Rgt2, además de
desempefiar un papel central en el control de la expresión de los genes HXT (Ozcan, S.
et al., 1996, Ozcan, S. et al., 1997, Ozcan, S. et al., 1998), afectan a diversos procesos
regulados por glucosa en la levadura. Por otra parte hemos mostrado que el sensor
Gprl no solo participa en la activación de la adenilato ciclasa provocada por glucosa
(Rolland, F. et al., 2000) sino que en su ausencia disminuyen los niveles máximos de
invertasa o se enlentece la inactivación catabólica de la FbPasa.
Hemos confirmado que Snf3 y Rgt2 no son necesarios para que se produzca la
represión catabólica sino que se requieren sólo en la medida en que permiten la
expresión de los transportadores de glucosa, ya que su falta se compensa por la
interrupción de MTHl (este trabajo, Schmidt, M. C. et al., 1999, Lafuente, M J. et al.,
2000) o por la sobreexpresión de HXT I (Ozcan, S., 2002). Por otra parte, ni la falta de
Gprl, ni la ausencia simultánea de los tres sensores de membrana (en una cepa mthl)
modifican la represión por glucosa de las enzimas estudiadas, tanto durante el
crecimiento como en la transición gluconeogknesis-glicolisis. Teniendo en cuenta que
el papel principal de Gprl parece ser el modular los niveles de cAMP durante esa
transición de gluconeogenesis a glicólisis (Kraakman, L. et al., 1999), estos resultados
son consistentes con datos anteriores que indicaban que el control por cAMP de la
expresión de ciertas enzimas sujetas a represión catabólica es parcialmente redundante
con otros mecanismos de regulación (Zaragoza, O. et al., 1999, Zaragoza, O. y
Gancedo, J. M.,2001).
Resulta interesante comparar esta situación en S. cerevisiae con la que se da en la
levadura de fisión S. pombe. En esta última levadura cualquier mutación que interíiera
con la activación de la adenilato ciclasa o de la protein quinasa dependiente de cAMP
anula la represión por glucosa de genes como jbpl (Hoffman, C. S. y Winston, F.,
1990, Byrne, S. M. y Hofñnan, C. S., 1993, Welton, R. M. y Hoffman, C. S., 2000).
En particular en S. pombe se ha identificado la proteína Git3 cuya homología de
secuencia con Gprl es solo parcial pero es un homólogo funcional de este sensor y se
ha comprobado que la deleción del gen git3 elimina la represión deflpl por glucosa
(Welton, R. M. y Hoffman, C. S., 2000). Las diferencias en los mecanismos de
regulación por glucosa de las dos levaduras contrastan con el hecho de que las vías
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para el metabolismo de la glucosa están en general muy conservadas, lo que sugeriría
que los circuitos de control se desarrollaron con posterioridad a la divergencia entre
Saccharomyces y Schizosaccharomyces. De hecho, si comparamos la situación en
levaduras con la de otros organismos las diferencias son todavía más acusadas. Por
ejemplo en Escherichia coli y en células de mamífero la concentración de cAMP
disminuye cuando hay glucosa disponible, en lugar de aumentar como ocurre en
levaduras (Gancedo, C. y Gancedo, J. M., 1985). En E. coli el cAMP se requiere para
la inducción de genes reprimidos por glucosa (Ullmann, A,, 1985) y en hígado de rata
una concentración elevada de cAMP es una condición necesaria, aunque no suficiente,
para la inducción de una enzima gluconeogénica como la fosfoenolpiruvato
carboxiquinasa (Pilkis, S. J. y Granner, D K., 1992)
Los resultados que hemos obtenido indican que los sensores Snf3Rgt.2 y Gprl
tienen cierta importancia para la inducción por baja concentración de glucosa de una
enzima como la invertasa. En un mutante snj3 rgt2 mthl el nivel de inducción de la
invertasa por bajas concentraciones de glucosa alcanza solo un 50% del que se
produce en la cepa silvestre correspondiente y lo mismo ocurre en un mutante gprl. El
efecto de las mutaciones en los distintos sensores es aditivo ya que en el mutante
carente de los tres la expresión baja a un 30% de la medida en la cepa silvestre.
Mientras que no existía información previa sobre el efecto de Gprl sobre la expresión
de invertasa, los datos publicados sobre los efectos de la falta de Snf3 y Rgt2 eran a
veces contradictorios. La mutación snf3 se identificó inicialmente como causante de un
fenotipo de incapacidad para fermentar la sacarosa (sucrose non-fermenting) y se
describió que inhibia muy fuertemente la expresión del gen SUC2 (Neigebom, L. y
Carlson, M., 1984). Sin embargo posteriormente se comprobó que una deleción del
gen SNF3 no afectaba significativamente la desrepresión de la mvertasa (Neigebom,
L. et aL, 1986, Schmidi, M. C. et al., 1999), aunque en otro trabajo en el que se seguía
la expresión de un gen de fusión SUC2-lacZ la deleción de SNF3 causaba una
disminución del 80% en la actividad B-galactosidasa medida en condiciones de
desrepresión (Ozcan, S. et al, 1997). En un doble mutante snf3 rgt2 también parecen
obtenerse datos discrepantes según se mida la actividad invertasa o la expresión del
gen SUC2-lacZ. En el primer caso la desrepresión a baja glucosa es muy escasa, 5-
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10% de la observada en una cepa silvestre (Schmidt, M. C. et al., 1999, Lafuente, M.
J. et al., 2000), mientras que en el segundo la falta de SnBiRgt.2 solo disminuye la
desrepresión 2-3 veces (Ozcan, S. et al, 1998, Ozcan, S., 2002). Si en un mutante
snj3rgt2 se interrumpe también MTHl para permitir un transporte eficaz de la glucosa,
la invertasa se desreprime mejor pero también hay diferencias entre los datos de
distintos grupos. En un caso la cantidad de invertasa a baja glucosa es incluso mayor
que la de una cepa silvestre y a glucosa alta solo esiá reprimida unas 3 veces (Schmidt,
M. C. et al., 1999); en el otro la expresión a baja glucosa es un 60-70% de la medida
en una cepa silvestre y la glucosa alta reprime unas 15 veces (Lafuente, M. J. et al,
2000). Nuestros resultados son consistentes con estos últimos y los cambios que
observamos en la actividad invertasa se couelacionan bien con los que se producen en
los niveles del mRNA de SUC2. La cuestión que se puede plantear es si el efecto de
Snf31Rgt2 sobre la expresi6n de SUC2 es directo o indirecto. Un efecto directo podría
estar relacionado con el hecho de que en el promotor de SUCZ se encuentra un sitio
ligante para Rgtl (Hazbun, T. R. y Fields, S., 2002), una proteína represora que
interacciona con los promotores de los genes HXT y cuyo efecto se contrarresta por la
unión de la glucosa a Snf3 y Rgt2 como se comentó en la introducción. Mas dificil
resulta entender la posible función de Gprl en la inducción de la invertasa, puesto que
esta se lleva a cabo a una concentración de glucosa 2-3 mM y se ha descrito que Gprl
tiene baja afinidad para la glucosa, K, aparente 25-75 mM (Rolland, F. et al, 2000).
A diferencia de lo que ocurre con la invertasa, los sensores de membrana tienen
muy poca influencia en la inducción de Pdc por glucosa. En cambio hemos confirmado
el requerimiento absoluto de Snf3IRgt2 para la expresión de HXTI-IacZ a
concentración elevada de glucosa (Schmidt, M. C. et al., 1999, Lafuente, M. J. et al.,
2000), y mostrado la dispensabilidad de Gprl para esta expresión. Estos resultados
indican que incluso dos procesos aparentemente similares como inducción por alta
glucosa de una enzima glicolítica y de un transportador de glucosa no se regulan por
idénticos mecanismos.
Otro proceso que hemos estudiado es la inactivación de FbPasa provocada por
glucosa. Ninguno de los sensores afecta significativamente al proceso inicial de
inactivación rápida, debida a la fosforilación de la enzima. En el caso de Gprl esto
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puede resultar sorprendente ya que la fosforilación de la FbPasa la lleva a cabo una
protein kinasa dependiente de cAMP (Rittenhouse, J. et al., 1987) y se sabe que Gprl
tiene un papel importante en el aumento de la concentración intracelular de cAMP
cuando se ailade glucosa a una levadura desreprimida. Sin embargo hay que tener en
cuenta que en ausencia de Gprl la subida en el nivel de cAMP es menor pero no se
bloquea totalmente (Kraakman, L. et al., 1999). Presumiblemente un pequeilo aumento
en la concentración de cAMP es suficiente para permitir la fosforilación de la FbPasa
en esas condiciones metabólicas. Si faltan, a la vez, Gprl y las enzimas fosforilantes
de glucosa el aumento en la concentración de cAMP no tiene lugar (Rolland, F. et al.,
2000) y en una cepa mutante con estas características hemos encontrado, de acuerdo
con la predicción, una reducción importante en la magnitud de la inactivación rápida.
La inactivación irreversible de la FbPasa que desencadena la adición de glucosa a
una levadura desreprimida s&e un ligero retraso tanto en un mutante carente de
Snf3/Rgt2 como en un mutante gprl. Como no se conoce ningún elemento que
correlacione directamente los sensores con la reacción de degradación de la FbPasa,
bien ocurra esta en la vacuola o en el proteasoma, sugerimos que el efecto observado
es debido a un efecto indirecto de la falta de sensores sobre el metabolismo de la
glucosa. Es interesante hacer notar que los efectos de la falta de SnBIRgt2 y Gprl
resultan sinérgicos, a diferencia de lo que ocurría en el caso de la inducción de la
mvertasa, en la que los efectos eran aditivos. Aunque se ha publicado que las
mutaciones individuales snj3 y rgt2 no producen ningún efecto sobre la proteolisis de
FbPasa inducida por glucosa, los autores no examinaron lo que ocurría en un doble
mutante (Horak, J. et al., 2002). En ese trabajo también se concluía que la inactivación
por proteolisis de FbPasa es independiente de Gprl. Sin embargo, al estudiar el
análisis de westem correspondiente parecería más bien que la degradación de la
FbPasa está algo retrasada en un mutante gprl, lo que coincide con nuestros
resultados.
Por último, en nuestras condiciones, no hemos observado efecto de la falta de
Snf3/Rgt2 y10 Gprl sobre la acidificación del medio inducida por glucosa, que resulta
de la activación de la asa de membrana plasmática. Mientras que se llevaba a
cabo este trabajo aparecieron unos artículos en los que se observaba la no esencial idad
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de Gprl para la activación de la H+-ATPasa, aunque la falta de la proteína G, Gpa2,
asociada a Gprl si disminuía la velocidad de salida de protones al medio (Souza, M.
A. et al., 2001, Kotyk, A. et al., 2003). Esto podría indicar que Gpa2 puede regularse
de forma independinte de Gprl. El hecho de que otros autores hayan observado una
menor acidificación en un mutante snj3 rgt2 (Souza, M. A. et al., 2001) no resulta
sorprendente, ya que en ausencia de la mutación supresora mthl este mutante no
metaboliza bien la glucosa como se discutió anteriormente. Lo que no se explica es por
quk un mutante mj3 (pero no un rgt2) tambikn muestra una acidificación disminuida.
Es posible que variaciones en el fondo genético de la levadura influyan en los
resultados, ya que otro grupo ha observado que la mutación snj3 causa inhibición de la
acidificación en una cepa pero no en otra con distinto fondo genético (Kotyk, A. et al.,
2003). Este ultimo grupo encuentra una acidificacicín incrementada en un doble
mutante snj3 rgt2, un resultado que resulta dificil de interpretar.
En la levadura Kluyveromyces lactis existe un solo gen, RAG4, con una función
equivalente a la de los genes SNF3 y RGT2, que controla la expresión de los
transportadores de glucosa de esta levadura (Betma, S. et al., 2001). En un mutante
rag4 se alivia la represión producida por glucosa, lo que probablemente se explique
por una reducción en la velocidad de consumo de la glucosa, pero hasta ahora no se ha
descrito ningún otro efecto de la mutación rag4. Curiosamente, la levadura S. pombe
no parece tener homólogos de SNF3IRGT2 ni de MTHlISTDl aunque si existe un
homólogo de RGTl (Heiland, S. et al., 2000). Esto sugeriría que en S. pombe,
filogenkticamente muy separada de S. cerevisiae, los transportadores de glucosa se
encuentran reguiados de forma muy distinta a los de esta Última. Por otra parte en el
proyecto Génolevures de genómica comparativa a gran escala (Feldmann, H., 2000) en
la que se investigan numerosos hemiascomycetes se han identificado posibles
homólogos de SNF3/RGT2 en otras levaduras aunque no se ha comprobado aún su
füncionalidad (http://cbi.labri.ft/Genolevures/index.php).
Teniendo en cuenta que hay evidencia de que la Hxk2 se necesita
específicamente para la represión por glucosa de algunas enzimas, uno de nuestros
objetivos ha sido examinar la función de esta enzima en diversos procesos controlados
por glucosa Entre las enzimas reprimidas por glucosa se observan interesantes
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diferencias. La represión de la invertasa es totalmente dependiente de la Hxk2, la de
las enzimas gluconeogénicas es la misma cualquiera sea la isoenzima presente y para
la galactoquinasa y la glutámico deshidrogenasa se dan situaciones intermedias:
máxima represión en una cepa con Hxk2, represión de 2 a 4 veces con Hxkl y
represión muy escasa en una cepa con Glkl. Es interesante notar que Hxk2 controla, a
su vez, la expresión de los genes HXXl y GLKl: para que la transcripción de HXXI-
lacZ sea reprimida por glucosa se requiere absolutamente Hxk2 y para GLKI-lacZ
Hxk2 puede ser parcialmente suplido por Hxkl (Rodnguez, A. et al., 2001). Por otm
parte hemos observado que la inducción de Pdc por glucosa no es total en una cepa de
levadura que solo contiene Glkl, pero que no hay diferencias entre la cepa silvestre y
cepas que contienen solo Hxkl o Hxk2. Esto no se corresponde con los resultados de
otro grupo que observa una menor actividad Pdc en una cepa hxk2 (Diderich, J. A. et
al., 2001), quizás debido a las distintas condiciones de cultivo (medio mínimo vs.
medio rico). Aunque se ha publicado que la Hxk2 se requiere para la degradación de
la FbPasa inducida por glucosa (Horak, J. et al., 2002), en nuestras condiciones esta
degradación se produce normalmente en una cepa que sólo sintetiza la Hxkl o la Glkl
y no tenemos en este momento una explicación para esta discrepancia.
Mientras que la Hxk2 es dispensable para muchos de los efectos de la glucosa, si
la glucosa no puede ser fosforilada los cambios que produce en la levadura son muy
reducidos. El efecto mas notable es la induccdn de invertasa por alta glucosa en una
cepa hxkl hxk2 glkl, pero tambibn observamos cierto nivel de inducción por glucosa
del gen de fusión HXTI-lacZ en esa cepa. ¿Cómo podemos interpretar el papel
particular de Hxk2 y el efecto más general de las enzimas que fosfonlan glucosa? Se
ha demostrado que durante el crecimiento en glucosa parte de la proteína Hxk2 se
encuentra en el nucleo y que esta localización intranuclear es requerida para la
represión de la invertasa (Herrero, P. et al., 1998). Por otra parte se ha mostrado que
Migl y Hxk2 interaccionan y que Migl se requiere para la retención de Hxk2 en el
núcleo (Ahuatzi, D. et al., 2004) y se ha propuesto que Hxk2 se requiere para la
represión de ciertos genes porque forma parte del complejo represor que se une a
determinados promotores a través de los dedos de zinc de Migl. Sin embargo los
efectos de las mutaciones migl y hxk2 sobre la represión por glucosa no son
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equivalentes y es posible que la situación sea más compleja. Una levadura que expresa
Hxk2 podría tener un metabolismo más activo de la glucosa que una cepa con solo
Hxkl o Glkl y un patrón de metabolitos distinto. Mientras que la FbPasa, la ICL y la
GlutDH siguen siendo sensibles a glucosa tanto en mutantes migl como hxk2 (este
trabajo y P. Megina y J.M. Gancedo, resultados no publicados), se observa mucha
menos represión de invertasa y de galactoquinasa en un mutante hxk2 que en un
mutante migl (este trabajo, Nehlin, J. O. et al., 1991, Lutfiyya, L. L. etal., 1998). Para
explicar estos resultados habría que suponer que el homólogo de Migl, Mig2, que es
responsable de la represión por glucosa de la invertasa en ausencia de Migl tambibn
debe estar compiejado con Hxk2 para ser operativo. Ésta es una cuestión que no ha
sido examinada todavía. Un posible abordaje para una investigación posterior del
papel específico de Hxk2 seria el uso de hexoquinasas heterólogas que no
interaccionaran con Migl.
En cualquier caso resulta bien establecido que la glucosa debe ser fosforilada, e
incluso probablemente debe sufrir un metabolismo posterior (Boles, E. y
Zimmermann, F. K., 1993), para llevar a cabo la mayoría de sus acciones: inducción
de Pdc, activación de H'-ATP~s~, inactivación de FbPasa. Esto sugiere que los efectos
de la glucosa están mediados por cambios en la concentración de metabolitos
intermediarios. Probablemente el patrón de estos metabolitos sea algo distinto según
que las levaduras expresen una u otra de las enzimas fosforilantes de glucosa. La
identificación del metabolito (o los metabolitos) capaz de actuar como seííal sigue
siendo una de las grandes cuestiones pendientes en este campo, como se comentará
más adelante.
Otras fuentes de carbono también tienen que afectar al patrón de metabolitos
intracelulares y en el curso de este trabajo hemos establecido que una variedad de
fuentes de carbono son capaces de reprimir una diversidad de enzimas, en diferentes
grados. El hecho de que diferentes enzimas examinadas no respondan de la misma
forma a la presencia de fuentes de carbono represoras podría indicar que la seííal
represora no es la misma para los diferentes genes. Alternativamente el nivel de
transcripción de los genes podría depender tanto de una seííal general represora como
de una seííal inductora, la cual podría ser específica para d~ferentes grupos de genes.
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Por ejemplo la isocitrato liasa parece requerir una fuente de carbono de 2 carbonos
como el acetato o el etanol para estar totalmente inducida (Femández, E. et al., 1993,
Belinchón, M. M. y Gancedo, J. M., 2003).
Una curiosa observación es el diferente efecto de las fuentes de carbono
represoras en la desrepresión a corto plazo y durante el crecimiento de la levadura.
Una posible interpretación es que la xilosa y otras fuentes de carbono estudiadas
tengan sólo un efecto transitorio, como ocurre con el cAMP cuando se añade al medio
de desrepresión (Zaragoza, O. et al., 1999). Sin embargo, no parece ser este el caso, ya
que enzimas como la FbPasa, la isocitrato liasa y la glutámico deshidrogenasa, en
células de levadura resuspendidas en un medio que contiene etanol y xilosa están
todavía reprimidas después de 24 horas (resultados no mostrados). La situación
metabólica en condiciones de desrepresión, donde la levadura no se está
multiplicando, no es equivalente a la que se da durante el crecimiento de la levadura.
Una posible diferencia sería que algún metabolito inhibitorio se acumulara durante el
crecimiento en glucosa y no pudiera ser degradado efectivamente en presencia de una
fuente de carbono, como la xilosa, a menos que las levaduras estén creciendo Para
probar esta idea, ayunamos en agua durante una noche levaduras crecidas en glucosa y
las desrepnmimos en YPetanol en presencia o ausencia de xilosa. Observamos que,
incluso en estas condiciones, la represión por xilosa fue mucho más fuerte que la
observada en levaduras creciendo en YPetanol con xilosa al 1%. Una posibilidad es
que la xilosa sea rápidamente degradada durante el crecimiento, pero hemos
encontrado que incluso en condiciones donde la xilosa no tenía un efecto represor
fuerte, la mayoría de la xilosa añadida permanecía presente en el medio. Nuestra
conclusión es que el patrón de metabolitos intracelulares es muy variable, dependiendo
de la fuente de carbono presente y de la presencia o ausencia de crecimiento, lo cual
afecta a su vez a la velocidad de transcripción de genes sujetos a represión catabólica.
La xilosa entra en la vía de las pentosas fosfato a la altura de la xilulosa 5-P;
luego la acción combinada de una pentosa fosfato isomerasa y una epimerasa junto
con una transaldolasa y una transcetolasa proporcionan fiuctosa-ó-P y gliceraldehido-
3-P, dos intermediarios de la vía glicolitica. Sería esperable que los niveles
intracelulares de las pentosas fosfato y de otros metabolitos mtracelulares aumentaran
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cuando la xilosa está presente en el medio, pero no hay datos sobre este punto.
Nosotros hemos medido los niveles de glucosa-ó-P y fiuctosa-1,6-bisfosfato, dos
buenos candidatos para metabolitos reguladores (ver introducción) y hemos
encontrado que durante el crecimiento en xilosa son por lo menos tan bajos como
durante el crecimiento en glicerina o etanol, aunque la xilosa tenga un claro efecto
represor. Esto apunta a oiro(s) posible(s) metabolito(s) regulador(es) de la represión
catabólica. Para identificarlos habd que disefiar nuevas estrategias. Una de ellas
podría ser usar análogos de la glucosa y mutantes afectados en distintos puntos del
metabolismo de azúcares. Otra consistiría en poner a punto un sistema que permita
medir un gran número de metabolitos intracelulares en la levadura, para llevar así a
cabo una comparación global del "metaboloma" en dist~ntas condiciones fisiológicas,
intentando correlacionar determinados metabolitos con niveles de represión catabólica
y tambikn con otros efectos producidos por glucosa: inducción, activación o
inactivación de diversas enzimas.
Los resultados que hemos discutido indican que existen distintos sistemas de
sefialización para diferentes procesos
1. Sistema dependiente de Snf3 y10 Rgt2, específico para glucosa (y
probablemente fiuctosa). Tiene como diana el represor Rgtl. Se necesita para la
inducción de transportadores de glucosa y permite máxima inducción de SUC2.
2. Sistema dependiente de Gprl, específico para glucosa (y fnictosa). Tiene
como diana la adenilato ciclasa, Cyrl. Es importante para la transición
gluconeogénesis-glicolisis. Tiene un efecto moderado sobre la inducción de SUC2 y
limitado sobre la inactivacibn de la FbPasa. No tiene efecto sobre otros procesos
estudiados.
3. Sistema dependiente de Hxk2, especifico para glucosa (y fiuctosa). Tiene
como diana Migl (y quizás Mig2). Necesario para que haya represión por glucosa de
algunos genes (SUC2, HXKl) y para que la represión de otros (GALI, GLKl,GDH2)
sea total.
4. Sistema dependiente del metabolismo de glucosa (o de otras fuentes de
carbono). No están bien identificadas las distintas dianas. En su ausencia la glucosa
alta puede inducir SUC2 y parcialmente HXTi; en esas condiciones la glucosa tambikn
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produce un pequeño retraso en la inducción de enzimas gluconeogenicas. Se requiere
para los demás efectos de la glucosa que se han investigado.
Aunque no se conoce en general a que proteínas afectarían los posibles
metabolitos reguladores, en el caso de la represión catabólica lo esperable es que
influyan sobre el estado de fosforilación de la proteína quinasa Snfl y sobre la
cantidad de esta proteína que se encuenúa en el núcleo. Más especificamente los
metabolitos podrían interaccionar con:
- las kinasas que fosforilan Snfl,
- la fosfaíasa que desfosforila Snfl,
- importinas o exportinas nucleares,
- la proteina Snfl misma (o alguna otra proteina del complejo Snfl), lo que
modificaría la capacidad de Snfi para ser (des)fosforilada y10 para unirse a importinas
o exportinas.
Existen por lo tanto todavía muchos aspectos por explorar hasta que se consiga
tener una visión de conjunto del sistema regulador controlado por niveles de
metabolitos.
Una conclusión general de este trabajo es que no existe una vía única de
señalización por glucosa y que los mecanismos de seiralización resultan mas
complejos de lo que se pensó en un principio. Distintos procesos desencadenados por
la presencia de glucosa en el medio responden a diferentes señales producidas por la
glucosa. Aunque hay serlales que no han sido identificadas todavía, está comprobado
que algunas vías de seflalización dependen de receptores de glucosa en la membrana
plasmática y otras involucran a la hexoquinasa 2 en su papel de proteína reguladora o a
metabolitos intracelulares cuya concentración se modifica cuando se metaboliza la
glucosa.
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Conclusiones
1.- La falta de sensores de glucosa en la membrana plasmática o la falta de enzimas
fosforilantes para dicho azúcar no causan los mismos efectos en distintos genes
inducidos o reprimidos por glucosa.
2.- Los diversos procesos desencadenados por la glucosa en la levadura no responden a
una seilal única sino que están controlados por diferentes seííales.
3.- Hemos identificado una variedad de fuentes de carbono no fermentables que
pueden producir distintos grados de represión sobre una diversidad de enzimas.
4 - En levaduras crecidas en medios con distintas fuentes de carbono no se ha
encontrado correlación entre el grado de represión de la FbPasa y los niveles
intracelulares de gluwsa-ó-P y fiuctosa-l,6-bisfosfato.
5.- Se obtiene una mayor cantidad de mRNAs de levaduras recogidas por filtración
rápida que de levaduras recogidas por centrifugación.
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Anexo
ANEXO 1
La recogida de muestras de levadura por filtración incrementa el
rendimiento de los mRNAs en Saccharomyces cereviriae.
El análisis de cambios en la expresión génica en Saccharomyces cerevisiae como
respuesta a diferentes estímulos o como consecuencia de mutaciones especificas, es un
punto de interés para un gran número de laboratorios. Se han desarrollado una variedad
de técnicas para llevar a cabo tales estudios: análisis de northern estándar, hibridación
en serie (arrays) (Derisi, J. L. et al., 1997), cinéticas de RT-PCR (Kang, J. J. et al.,
2000) o análisis seriados de expresión génica (SAGE) (Velculescu, V. E. et al., 1997).
Todos estos procedimientos tienen un primer paso en común, el aislamiento del RNA
total de la levadura, y es esencial que durante este proceso los mRNAs presentes en las
células vivas se mantengan intactos en la medida de lo posible.
Mientras que se han optimizado métodos para la extracción del RNA y ahora hay
disponibles diversas técnicas adecuadas para ello (Chomczynscki, P. y Sacchi, N,,
1987, Collart, M. y Oliviero, S., 1993), no se ha prestado mucha atención al método
utilizado para la recogida de muestras de levaduras. Normalmente las levaduras son
recogidas por centrifugación, pero mientras unos protocolos recomiendan hacerlo en
kío (Ter Linde, J. J. et al., 1999), otros advierten de los posibles cambios en los niveles
de mRNAs producidos como consecuencia del shock térmico (Gash, A., 2002). Incluso
en un procedimiento que se cita con kecuencia (Lindquist, S., 1981) no se definen las
condiciones de centrifugación. En el método descrito en la edición del 2003 del Current
Protocols (Collart, M. y Oliviero, S., 1993) se indican 3 minutos de centrifugación a
4OC, y se apunta que "el tiempo y la velocidad de centrifugación no son críticos". En
algunos casos las levaduras son incluso lavadas con agua después de la centrifugación
(Bolano, A. et al., 2001, Ideker, T. et al., 2001). Se ha propuesto la filtración de las
levaduras como una posible alternativa a la centrifugación (Gash, A., 2002), pero no
parece haberse examinado ambos métodos en paralelo.
La recogida de muestras por centrifugación no resulta lo suficientemente rápida
para llevar a cabo estudios en los cuales se examinan cambios en la transcripción a
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corto plazo, por lo que considerarnos que la filtración rápida era el procedimiento más
adecuado. Como prerrequisito para este tipo de estudio, hemos realizado una
comparación detallada del patrón de RNA en extractos de levadura recogida por
filtración rápida, o por centrifugación en frío o a temperatura ambiente. Mostramos que
el rendimiento de los mRNAs es mucho mayor cuando la levadura se ha recogido por
fütración rápida y ha sido congelada inmediatamente en nitrógeno liquido.
MATERIALES Y MÉTODOS.
- Cevas v condiciones de crecimiento.
Las cepas de levadura utilizadas están descritas en la tabla 1 del apartado 4.1 de
Materiales y mktodo correspondiente a esta tesis doctoral.
Los cultivos de levaduras se llevaron a cabo a 30°C en medio rico (YP) con
glicerina 3% + etanol 2% (medio de desrepresión) o con glucosa 2% como fuente de
carbono.
- Recomda de muestras de levadura.
Se utilizaron diferentes sistemas para la toma de muestras y dos condiciones de
almacenamiento de las mismas. El procedimiento usado en cada caso está indicado en
las correspondientes figuras. En todos los casos las levaduras fueron recogidas en la
fase exponencial del crecimiento (O.D660nm de 0.6, correspondiente a unos 2 m &
húmedc/m0-
- Filtracihn rávida.
Las muestras de cultivo de levadura (50-100 mg peso húmedo) se recogieron
mediante filtración al vacío utilizando una membrana de nitrocelulosa (Millipore
AAWP04700) en menos de 30 segundos. Inmediatamente la levadura filtrada se retiró
mediante una espátula y se congeló en nitrógeno líquido, conservándose a -20°C o-
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70°C en tubos Falcon hasta su procesamiento. Este procedimiento permite tomar varias
muestras en unos pocos minutos.
- Centrifugación.
Muestras de cultivos de levadura equivalentes a las descritas en el apartado
anterior se centrifugaron a 700g durante 4 rnin a 4°C o a temperatura ambiente; después
de eliminar el sobrenadante las células se conservaron a -20°C o a -70°C, o se
congelaron en nitrógeno líquido y se conservaron a -70°C.
- Extracción de RNA.
La extraccibn del RNA total se realizó con fenol en presencia de isotiocianato de
guanidino (Chomczynscki, P. y Sacchi, N,, 1987) usando el siguiente procedimiento: A
la pella de levadura se aadieron 0.8 ml del reactivo comercial TRizol LS reagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) frío y la suspensión resultante se transfirió a un tubo
de microcenírífuga con 0.5 g de bolas de vidrio estdriles, de 0.5mm de diámetro
(pretratadas con hcido nítrico concentrado, lavadas a fondo con agua, e incubadas toda
la noche en una estufa a 200°C). La suspensión se agitó durante 4 min en un vortex;
después de 5 rnin a temperatura ambiente se añadieron 0.2 m1 de alcohol
cloroformo1isoamílico (24:l) y los tubos se agitaron vigorosamente con la mano.
Después de 5 rnin en hielo, la suspensión se centrifugó a 7000g durante 15 rnin en frío.
La fase acuosa se transfirió a un nuevo tubo, en donde se añadieron 0.5 ml de
isopropanol, incubándose la mezcla durante 10 rnin en hielo y centrifugándola
posteriormente a 11.000g durante 10 min en Mo. Se eliminó el sobrenadante y el
sedimento resultante se lavó con 1 ml de etanol al 70% Mo. Después de secar las
muestras al vacío durante 5 min, el precipitado de RNA se disolvió en 50 p1 de agua
milli-Q. Una vez resuspendido y desnaturalizado 10 rnin a 65°C el RNA total, la
cuantüicación del mismo se llevó a cabo mediante la lectura de la absorbancia a A - ,
teniendo en cuenta que 40 pglml de RNA de simple cadena tiene una absorbancia de 1
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unidad a dicha longitud de onda. Además se comprobó que la r d n A260nmlAZXOnm
estaba alrededor de 1.9.
- Análisis de northem.
Las muestras de RNA se mezclaron con 3 volúmenes de tampón de carga (20 mM
MOPS, pH 7, 8 mM acetato de sodio, 1 mM EDTA, 2 M formaldehido, 12 6 M
formamida y 0.04 mg ml -' de bromuro de etidio), se calentaron a 6S°C durante 15 min
y se enkiaron en hielo. Los RNAs se separaron en un gel de 2.2 M formaldehido/0.8%
agarosa. El gel se lavó una vez con agua destilada estéril y dos veces con SSC 20X.
durante 30 min cada vez. Los RNAs se transfirieron por capilaridad unidireccional en
tampón SSC 20X a una membrana de nylon (Nitran N, Schleicher & Schuell, Dassel,
Germany) y se fijaron a la misma mediante dos ciclos de luz UV (120 m~/cm~) en un
Stratalinker 2400 (Stratagene).
Para visualizar los RNAs la membrana se tiño con una solución de azul de
metileno 0.02% en 0.3M de acetato de sodio, pH 4.3. Tras desteñir la membrana con
NaCl 20 mM, Na H2P04 2mM pH 7.4, EDTA 0.2 mM y SDS 1%, se realizo la
hibridación con las sondas marcadas radiactivamente en tampón Church (Church, G.
M. y Gilbert, W., 1984) a 65 "C durante una noche. Las sondas usadas para S.cerevisiae
y para Y. lipolytica se describen en la tabla 2 del apartado 4.5.6 de Materiales y
métodos de esta tesis doctoral.
Las sondas se marcaron con P mediante el reactivo comercial REDIPRIME II
y fueron purificadas usando las columnas NICK~~ (Amersham Biosciences, Freiburg ,
Germany).
La cuantificación de las señales obtenidas en las membranas de northem se
realizo mediante densitometría utilizando un Instantimager (Packard, Boston, MA,
USA).
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Figura 28. Patrón de rRNAs estraídos de levaduras recogidas por diferentes métodos. La cepa W303-1A de S.
cerevisiae crecida en YPglicerina+etanol (A,B) o en YPglucosa (C,D) fue recogida tal y como se describe en la parte
superior de la figura (ver Materiales y mélodos del Anexo I). El RNA total fue extraído y separado mediante
electroforesis (5 jig RNA por muestra) como se describe en Materiales y métodos. El RNA está teñido con azul de
metileno (A,C) o con bromuro de etidio (BJ)). Las posiciones de los marcadores de tamaño de los RMA se muestran a
la izquierda.
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Figura 29. Análisis de northem de RNAs de la cepa W303-1A de S. cerevisiae crecida en YPglucosa. Las
levaduras se recogieron y trataron como se describe en la figura 28 (C.D). Se usaron 5 ng de RNA en cada
carril. El RNA está teñido con azul de metileno (A1,B1,C1). La hibridación se llevó a cabo con sondas
marcadas para el dsRNA del virus L-A (A2), el rRNA 25S (B2) o el rRNA I8S (C2). La banda principal de
hibridación de cada sonda está indicada con una flecha.
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RESULTADOS:
- Patrón de RNAs de muestras de S. cerevisiae recogidas por diferentes
procedimientos.
Las muestras de la cepa W303-1A de S. cerevisiae crecida en un medio con
gl icerina + etanol como fuentes de carbono fueron recogidas tanto por filtración como
por centrifugación, y conservadas a -20 o -70°C. La cantidad total de RNA extraído de
las mismas fue similar (tabla 14) y los RNAs parecen mantener la misma integridad en
todas las muestras (fig. 28: A y B) Se advierte, sin embargo, que en los extractos de las
muestras filtradas (camles 1-2) hay una banda destacada de aproximadamente 6 Kb., la
cual es bastante más débil en los extractos de las levaduras centrifugadas (carriles 3-5).
En los RNAs extraídos de las levaduras crecidas en glucosa también se puede observar
esta banda (fig.28: C y D) pero constituye una pequeña porción del RNA total, incluso
en extractos de muestras filtradas. Hemos considerado la posibilidad de que este RNA
que tiene una movilidad electroforética menor que la banda del rRNA 25s podría
corresponder al dsRNA del virus LA que parece estar presente en la mayoría de las
cepas de laboratorio (Wickner, R. B., 1996). Sin embargo, la hibridación con una sonda
para este dsRNA produce una seííal intensa a una distancia más cercana al origen, en
una posición donde no había RNA visible después de la tinción con anil de metileno
(fig. 29: Al y A2). En cambio observamos que la banda de RNA visible de menor
movilidad hibrida con la sonda para rRNA 25s usada como control de carga (fig. 29:
B1 y B2), e investigamos si podría también unirse a la sonda para el rRNA 18s. Como
se muestra en la figura 29 (C1 y C2) esta sonda se une al RNA de baja movilidad de
forma específica, ya que no muestra ninguna interacción con el rRNA 25s Por lo tanto
que esta banda situada por encima del rRNA 25S, particularmente abundante en
extractos de levaduras desreprimidas recogidas por filtración, podría corresponder al
rRNA parcialmente procesado 32 o 33s (de aproximadamente 6 Kb.). Aparentemente
este RNA es menos estable en levaduras recogidas por centrifugación.
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Tabla 14. Rendimiento del RNA total de muestras de S . cerevisiae recogidas
por diferentes procedimientos.
Método de toma de muestra" pg RNA (mg levadura)-'
Filüación/congelado rápido/comación a -20°C 1.6 1 0.4 (8)
Filtración/congelado rápido/consewación a -70°C 1.4 f 0.4 (5)
Centrifugación a 22°C/conse~a~i6n a -20°C 1.4 f 0.6 (8)
Centrifugación a 22"C/conse~ación a -70°C 1.5 10.5 (5)
Centrifugación a 4"C/congelado riipido/consewación a -70°C 1.4 I 0.5 (5)
' El RNA sc exlnjo a partir de 50-100 mg peso húmedo de levadurs, mg<da y almacenada hasta su procesamenio
como se indica en cada caso. La cuantiñcacion se realizó como se indica en Materiales y métodos. El número de experimentos
realizados se indica m e panWes1~
- Efecto del mktodo de la recogida de muestras de S. cerevisiae en el rendimiento
del mRNA.
Para comparar los niveles de mRNAs recuperados de levaduras desreprimidas
usando diferentes mktodos de recogida, elegimos sondas de un gen que se expresa
constitutivamente, ACTl (que codifica la actina), y de varios genes reprimidos
fuertemente por glucosa, FBPI, ICLl y GDH2, (que codifican la fructosa-l,6-
bisfosfatasa, la isocitrato liasa y la glutámico deshidrogenasa N o d e p e n d i e n t e ,
respectivamente). Como se muestra en la figura 30, en todos los casos el rendimiento
de mRNA fue mucho mayor (de 3 a 10 veces) cuando el RNA fue extraido de
levaduras recogida por filtración.
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F w n 30. Anillsn de northem de l a mRNAs de la cepa W m 1 A
crecida en YPglicerina+etanol. Las levaduras se recogieron por
filtración o por centriñigaeión (ver Materiales y métodos del Anexo 1).
Se emplearon S ~ig de RNA en cada caso. La cantidad de mRNAs
especifica recuperada, normalizada con el total del rRNA 25s
(procesado+no procesado), está dada como el porcentaje del valor en el
primer caml
Examinamos si estas diferencias eran dependientes de la cepa de levadura Como
se muestra en la figura 31 el rendimiento del mRNA de FBPl fue también de unas 5
veces mayor en RNA extraído de levaduras fdtradas de la cepa CEN.PK 102-5B o de la
cepa S288c. Curiosamente, en los RNA extraídos de estas cepas la cantidad de rRNA
no procesado es muy baja.
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Figura 31. Anlüsis de oorthern de los mRNAa de las cepas CEN.PK 102-58 (A) y S288c
(B) de S. cerevisi~ Las levaduras se crecieron en YPglicerina+etanol y se recogieron por
filuación o centrifugación (ver Materiales y métodos del Anexo 1). Se usaron 5 pg de RNA en
cada caso. La cantidad de mRNA de FBPI, normalizada con rRNA 25s. está dada como el
porcentaje del valor en la primer carril.
En el caso de las levaduras crecidas en glucosa para cuantificar el mRNA
recuperado, usamos como sonda la de ACTI y la de genes que se expresan bien durante
el crecimiento en glucosa, tales como FBAI y PM1 (que codifican la hctosa- l,6-
bisfosfato aldolasa y la p-ATPasa de membrana plasmática, respectivamente).
También en este caso los mRNAs examinados fueron más abundantes cuando las
levaduras se filtraron que cuando se recogieron por centrifugación (fig. 32). Sin
embargo, las diferencias no fueron tan marcadas como en el caso de las levaduras
desreprimidas (2-4 veces vs. 3-10 veces).
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Figura 32. Análisis de northem de los mRNAs de la cepa W303-1A de S
cerevisiae crecida en YPglueosa. Las levaduras se recogieron por filtración o
centrifugación (ver Materiales y métodos del Anexo 1). Se usaron 5 pg de RNA en
cada caso. La cantidad de mRNA especifico recuperado, normalizado wn el total
de rRNA 25s @rocffado+no procesado). está dada como el porcentaje del valor
en la primer carril.
Las diferencias en el mRNA recuperado observadas entre los procedimientos
altemativos son reproducibles. Se han realizado al menos 7 análisis de northem con
diferentes cepas de S. cerevisiae creciendo en distintas condiciones, comparándose
levaduras filtradas y cenírifugadas, y los rendimientos de mRNA fueron
consistentemente más altos en las levaduras filtradas. La razón para estas diferencias
no está clara, aunque podría considerarse la hipótesis de que el proceso de
centrifugación constituye una situación de estrés para las células. Estudios acerca de la
vida media de los mensajeros en células intactas de S. cerevisiae dan valores de 60 min
para el mRNA de ACTl y de 8 min para el mRNA de FBPl (Mercado, J. J. et al.,
1994) en cultivos a 30°C. Por lo tanto, incluso si asumimos un paro inmediato de la
síntesis de mRNA al principio de la centrifugación, sblo una pequeña proporción del
mRNA de ACTl y no más del 40% del mRNA de FBPl podría haber sido degradado
en el paso de la centrifugación. Esto sugiere la existencia de otro mecanismo para
explicar el diferente comportamiento de los mRNAs. Una posibilidad es que hubiera 2
kacciones de mRNA: una de ellas (mRNA libre?) sena lábil en células estresadas y
centrifugadas, pero se preservaría en levaduras filtradas, mientras que la otra (mRNA
unido a ribosomas?) sería más estable. El hecho de que el rendimiento de mRNA sea
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más sensible para al procedimiento de recogida de muestras en las levaduras
desreprimidas que en las crecidas en glucosa sugiere que el tamafio relativo de las dos
hcciones de mRNA depende del estado fisiológico de la levadura. Alternativamente
(o además), las RNAsas que podrían llevar a cabo una rápida degradación de los
mRNAs y los rRNA no procesados 32s o 33S, podrían estar sujetas a represión por
glucosa. Puede observarse que en las levaduras recogidas por centrifigaci6n a 4OC, en
lugar de a temperatura ambiente, no aumenta la recuperación de mRNAs y podría
incluso disminuir el rendimiento. Una vez que las levaduras se han recogido, no hay
diferencias entre conservarlas a -20°C o a -70"C, al menos durante un almacenaje a
corto plazo.
- Rendimiento de mRNAs en muestras de Yarrowia lipolvtica recogidas Dor
diferentes roceddimientos.
Hemos examinado si el mktodo de recogida de muestras afectaba también a la
recuperación de mRNA en especies de levadura relativamente distanciadas, tales como
Yarrowia lipolytica. Como se muestra en la figura 33, la situación fue diferente en este
caso. No fue visible el RNA no procesado en los geles de Y. lipolytica. Para las
levaduras crecidas en glucosa el rendimiento de dos mRNAs, refendos al rRNA 18S,
fue de un 40% mayor en las muestras filtradas. Para las células crecidas en fuentes de
carbono gluconeogénicas, los rendimientos mayores se obtuvieron con las células
recogidas por centrifugación a 4OC. Parece por tanto que el método óptimo de recogida
para S. cerevisiae no puede ser directamente transferido a otras especies de levadura y
una comparación entre los diferentes métodos debería ser realizada en cada caso.
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Figura 33. Aniiliris de northero de los mRNAs de Y. lipo&tica. La levadura se
creció en un medio con glucosa o glicerina+etanol como fuentes de carbono y se
recogi6 como se indica en la parte superior de la figura (ver Materiales y métodos
del Anexo 1). Se emplearon 10 pg de RNA en cada carril. El RNA fue tenido con
azul de metileno (A) o con bromuro de etidio (B). La cantidad de mRNA especifico
recuperado. normalizado con el total de rRNA I8S está dado wmo el porcentaje del
valor miximo obtenido.
CONCLUSIONES
Hemos desarrollado un procedimiento de toma de mueshas de levadura que
proporciona un alto rendimiento de mRNA y podría facilitar el uso de sondas con
marcaje no radiactivo. Además en determinadas condiciones hemos podido identificar
una cantidad significativa de rRNA no procesado. El hecho de que la proporción de
mRNA que se pierde durante la centrifugación no sea la misma para levaduras
reprimidas por glucosa o desreprimidas tiene implicaciones a la hora de evaluar los
resultados publicados sobre expresión diferencial de genes de levadura. Por oha parte
si el mRNA para un gen determinado se encontrara en dos fracciones con distinta
estabilidad de mRNAs habría que reconsiderar los datos publicados sobre estabilidad
de mRNAs que podrían corresponder básicamente a la fracción más estable.
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ANEXO 11
Los irabajos que a continuación se indican, y cuya separata, o copia del
correspondiente manuscrito, se adjunta en las páginas siguientes, fueron realizados
durante el periodo de elaboración de esta Tesis Doctoral.
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Abstract Glucose and other sugars, such as galactose or
maltose. are able to cause carbon catabolite repression in
Sacchoromyces cerevisiae. Although glycolytic interne-
diates have been suggested as signal for repression. no ev-
idence for such a cantrol mechanism is available. The es-
tablishmmt of a comlation benvecn levels of ineaceliular
metabolitcs and the extcnt of catabolice remesion mav fs-
ciliiate the identification of potential s i & molecul& in
the pmeess. To set a framework for such a smdy, the repres-
sion produced by xylose. glyceml and diiydroxyacetone
upon genes belooging to different repressible circuits was
tested, using an eogineered strain of S. cerevisiae able to
metabolize xylose. Xylose decreased the derepression of
various enzymes in the presence of ethanol by at least
10-fold; the comsponding mRNAs were not detected in
these conditions. Xylose also impaired the derepression of
galactokinuse and invertase. Glyceml and dihydroxyace-
tone decreased 2- to 3-fold the dereoression ohsewed in
ethanol or galactose but did not affect invertase derepres-
sion. For yeast ceils grown in media with different carbon
sources. no correlatioo was found between repression of
fnictose-1.6-bisphosphatase and intracellular levels of glu-
cose 6-phosphate or fructose 1.6-bisphosphate.
Keywords Yeast • Catabolite repression •
Gluconeogenesis • Fructose-1,6-bisphosphatase •
Isocitrate lyase • Glutamate dehydrogenase •
Galactokinase - Invertase • Glucose-6-phosphate
Introduction
Carbon catabolite repression in yeast has been thoroughly
studied and many elements participating in this pmcess
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have been characterized (Gancedo 1998; Carlson 1999;
Johnston 1999; Schiiller 2003). Nevertheless, the signai
tnggenng catabolite repression has not been identified, al-
though it has been suggested that changes in the concen-
tration of snme intracellular metabolite(s) may be impor-
tant f a the control of cxpression of gcocs subject to re-
mssion bv elucose (Ganccdo 1998: Vicmt et al. 2001).
?et the chán'ges in the pattem of metabolites of the yei t
cell bmught about by glucose are so manifold that it is a
difiicult task to detect potential regulatory metabolite(s).
It is well esiablished that, in addition to glucose and re-
lated hexoses, other sugm such as galactose or maltose are
ahle to repress genes involved in the metabolism of other
carbon sources (Polakis and Bartley 1965; Scholer and
Schiiller 1993; Gamo et al. 1994). As a fvst step towards
the goal of establishing a cortelation between changes in
the concentration of specific metabolites and the extent of
catabolite remssion. it would be useful to define a set of
carbon sou&s of different types able to exert various de-
grees of catabolite repression. With this idea, we studied
the capacity of xylose, xylitol. glycerol and dihydroxyace-
tone to repress the expression of a vmiety of genes in Sac-
charomyces cerevisiae. Since wild-type strains of S. cere-
visiae are unable to metabolize pentoses, we used an en-
g i n d strain able to gmw on xylose as & n sonrce
(Eliasson et al. 2000). In this strain, the genes XYLl and
XYU h r n Pichi0 stipiiis and XKSl from S. cemtisiae
were integmted in the chromosomal HIS3 locus. XYLI,
XYU and XáS1 enwding xylose reductase., xylitol dehy-
drogenase and xylulokinase, respectively. are under the
controi of the PGKl pmmoter.
MateMls and niah~ds
Strains and gmwth conditions
The veast strains used in this smdv were TMB3Wlc lMATo leu2
irpl. ur0.3 his3::HIS3 XYLI XYW XKSI: Eliasson e¡ al. 2WO)
and CEN.PK1OZ-5B (MATo ura3-52 his3-AI leu2-3,112; P. KM-
ter. Frankfort UNvemiN. Franldurt). TMB3Wlc ia derived fmm
CÉN.PKII~-~A. a S & which is not stnctiy isogenic with
CEN.PKIM-SB bur which has a similar backgmund. Yeasa were
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grown at 30 °C, with shaking, in a rich médium coniaining 1%
yeast extrací and 2% peptone (YP). Yeast extract and peptone
were supplied by Pronadisa (Spain). Differenl carbón sources were
used, singly or in combination, at 2% fina) concentración unless in-
dicated otherwise. Growth was monitored by following the in-
crease in the optical density at 660 nm (OD^) , using a Spec-
tronic 20.
Derepression of the different enzymes was achieved by grow-
ing the yeast in YPglucose, collecting it during the exponential
phase of growth and treating it as follows: (a) resuspension, at
4 mg (dry wt)/ml, in YPethanol and incubación at 30 °C, with shak-
ing, for 6h to derepress the gluconeogenic enzymes [fructose-1,6-
bisphosphatase (FbPase), isocitrate !yase (ICL), NAD-dependent
glutamate dehydrogenase (GlutDH)], (b) resuspension, at 4mg
(dry wt)/ml, in YPgalactose and incubation at 30 °C, with shaking,
for 5 h to derepress galactokinase and (c) resuspension, at 0.3 mg
(dry wt)/ml, in YP (0.05%) glucose and incubation at 30 °C, with
shaking, for 3 h to derepress invertase. The addition of other car-
bón sources is indicated in each case.
Enzymatic assays
Yeast extracts were prepared by shaking with glass beads as de-
scribed by Blázquez el al. (1993). FbPase, OiulDH, ICL and galac-
tokinase were measured spectrophotornetrically as described pre-
viously (Dixon and Kornberg 1959; Doherty 1970; Gancedo and
Gancedo 1971; Maitra and Lobo 1971). Protein in the extracts was
determined using the bicinchoninic acid (BCA) protein assay
(Pierce), with bovine serum aibumin as a standard. Invertase was
assayed as described by Goldstein and Lampen (1975), using
whole cells and measuring the glucose formed in the reaction with
hexokinase and glucose-6P dehydrogenase.
Other assays
Xylose was delermined with phloroglucinol, using a colorimetric
method (Eberts et al. 1979). The reaction was performed in a final
volume of 0.52 mi. After completion, 0.2 mi were transferred to a
multiwell píate and the OD55J and OD,,S0 were read. The difference
ODS54-OD4ao was used to calcúlate the amount of xylose present in
the samples. Xylitol was determined by an enzymatic method:
50mM glycylglycine and 25 raM phosphate (pH 8.6) were used as
buffer, NAD was added at 4 mM and the reaction was started with
60miHiunUs of sorbitol dehydrogenase. The rate of NAD reduc-
tion was followed during the first 90s and standards of 5-25 nmol
xylitol were run in parallel.
Determination of i ni race Mular metabolites
To measure the concentration of intracellular metabolites, yeast
cells were collected by rapid filtration and frozen in liquid nitro-
gen; metabolites were extracted with perchloric acid under liquid
nitrogen (Sáez and Lagunas 1976). Metabolites were measured
spectrophotometrically, using basically the procedures described
by Bergmeyer(1983).
Northern blot anal y sis
Yeast samples were collected by rapid filtration, frozen in liquid
nitrogen and stored at -20 °C until use. Total RNA was extracted
as described by Chomczynscki and Sacchi (1987), using the Invit-
rogen TRIzol LS reagent. The Northern blot was performed as de-
scribed by Zaragoza et al. (2001). We used the following frag-
ments of DNA as probes: an intemal 0.82-kb £ccRV-S/«I frag-
ment for FBPI (positions 57-877), a 0.9-kb fragment (positions
603-1,495) for 1CLI and a 0.74-kb fragment (positions 1,725-
2,468) for CDH2, the last two obtained by a PCR reaction. As a
reference, a probé for the ACTI gene was used (1.56-kb BamHl-
tfíndlll fragment, from -477 to 1,085).
Resulto
The capacity of xylose and other carbón sources to cause
catabolite repression was examined under different condi-
tions. First, the yeast was grown on glucose and then the
repressed cells were incubated in different derepressing
media (see Materials and methods) in the presence of the
carbón sources to be tested. Xylose blocked completely the
derepression of the gluconeogenic enzymes FbPase and
ICL and decreased strongly the derepression of GlutDH
(Table 1). The effect of xylose on galactokinase or inver-
tase derepression was weaker, being about 3-fold for galac-
tokinase at either 1% or 5% xylose (Table 2) and around
4-fold for invertase at 5% xylose (Table 3). The very low
Table 1 Effect of different non-fermentable carbón sources on the
derepression of gluconeogenic enzymes. Saccharomyces cere-
visiae TMB3001c was grown in YP médium (I % yeast extract, 2%
peptonc) with glucose and derepressed for 6h in the presence of
the carbón sources indicated, as described ¡n the Materials and
methods. Data are averages (±SD) of at least three independenl ex-
perimenls. mil Milli-units of enzyme aclivity
Derepression médium
2% ethanol
Elhanol + 1% xylose
Ethanol + 5% xylose
Ethanol + 1% xylitol
Elhanol +0.5%
d i hy drox y acetone
Ethanol + 3% glycerol
FbPase
38±7
<2
< ]
24±6
18±6
23±3
ICL
(mU/mg protein)
114±25
2
<1
77±28
38±8
66±23
GlutDH
162±48
31±tO
17± 6
133±18
93 ±45
103±53
Table 2 Effect of different non-fermentable carbón sources on the
derepression of galactokinase. S. cerevisiae TMB3001c was grown
in YPglucose and derepressed for 5 h in the presence of the carbón
sources indicated, as described in the Materials and methods. Data
are averages (±SD) of four independent experimenis
Derepression médium
2% galactose
Galactose + 1 % xylose
Galactose + 5% xylose
Galactose+ 0.5% dihydroxyacetone
Galactose + 3% glycerol
Galactokinase
(mU/mg protein)
200±60
72±24
60±I5
130±70
110±50
Table 3 Effect of different non-fermentable carbón sources on the
derepression of invertase. S. cerevisiae TMB3001c was grown in
YPglucose and derepressed for 3 h in the presence of the carbón
sources indicated, as described in the Materials and methods. Data
are averages (±SD) of at least three independent experiments
Derepression médium
0.05% glucose
Glucose + 1% xylose
Glucose + 5% xylose
Glucose + 0.05% dihydroxyacetone
Glucose + 3% glycerol
Invertase
(mU/mg wet wt yeast)
340± 40
305± 90
81± 19
37O±15O
380± 60
Glucose Ethanol Ethanol
•*• X y l o s e
GDH2
ICL I
FBPl
ACTl
3.3 kb
t.«kh
<- 1.1 kb
1.1 kh
Fig. 1 Effect of xylose on the mRNA levels of gluconwgemc en-
- e s Soccharomyces cerewsloe TMB3u)lc was gmwn in YP
medium (1% yeast exuact, 2% peptone) with glucose and dere
pressed tn the presence of either 2% ethanol or 2% ethanol with
1% xylose, as described in the Marerials and methods. Total RNA
was exúacted from the yeast and mRNA levels mensured as de-
smbed in thai scction
activity of FbPase, ICL and GlutDH obseived in the pres-
ente of xylose was associated with undetectable levels of
the correswndine- mRNAs (Fig. I).
Repression by xylitol of the gluconeogenic enzymes
was Iimited to 3040% (Table 1). This is likely related to
tbe fact that xylitol is not efficiently used, even by the
TMB3001c strain. ín fact, we could not rneasure any sig-
nificant disappemce of xyiitol from the medium after
gmwth of the yeast in YPxylitoI; gmwth was the me in
ihis medium and in YP without any added carbon s o m .
Interestingly, in the conditions used. the gluconeogenic
carbon sources glyceml and dihydmxyacetone were also
able to cause some interference with the derepression ob-
served in the presence of ethanol or galactose, with de-
creases in enzyrnatic activity in the range of 3 M 5 % (Ta-
bla l, 2). These carbon sources had no effect on the dere-
pression of inveiulse (Table 3).
The repression caused by xylose is dependent on its
meiabolism: xylose added to the derepmsion medium of
Tnbie 4 Effeci of d ü i m t non-fumentable carbon souras on che
derepressiw of gluconwgenie enzymes. S. cerm'sme - K
102-5B was gmwn in YPglucose and derepressed for 6h in the
p n c e of the carbon s o - indicated. as described in the Mate-
riais and methods. Data are a v e - ( S D ) of bme indepndeni
exmxhents
De~presllion medium WPase ICL GlutDH
(mUhne ororein>
2% ethanol 32I5 115f24 128f14
Ethanol + 1% xylose 25M 12M37 1 1 M 4
Ethanol + 0.5% dihydmxya~etone 19% 48f14 98I17
Uhanol + 3% glyccml 19M 8 2 1 1 107-i 6
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a yeast strain unable to use it did not produce signiftcant
effects mable4). In contrasi, the inhibitory effects of glyc-
erol and dihydmxyacetone were similar in tbis smin and
in smin TMB3001c.
ín another appmach. the eflect of the different carbon
sources on catabolite repression was examined during
gmwth of the yeast in media containing a derepressing
carbon source, a potentially repressing carbon source. or
a mixture of both. The results obtained fue shown in Ta-
bles 5. 6.7. For the different enymes tesied. the activities
were very similar in glyceml alone. or glycerol with
ethanol. For isociirate lyase, the activity was much lower
in these media than that o b m e d during gmwth on
ethanol, the deaease for FbPase was only mund 30%
Table S Effect of di ffnwit non-fmentable cnrbon sources mi the
leve1 of glyconwgenic emymes. S. cercvisiae TMB3M)lc was
gmwn in a rich medium (YP) wth the carbon wurcw indicated
and collected during the expanential phase of gmwth Data are av-
erages (iSD) of at least three independcnt expenmeots
Gmwth medivm
2% g~u~se
2% ethanol
3% glyceml
2% eUanol + 3% glyceml
1 % xylose
2% ethanol + 1% xylose
FbPase
<2
60±12
4M 6
41i11
20± 5
1% 6
ICL
(mU/ma wotein)
51
14MSO
28f 4
3M I
24i 2
31f15
GlutDH
10± 3
160± 30
235i 20
19M100
24M 30
8% 25
Tnble 6 Effect of different non-fmentable carbon sourccs on the
leve1 of galactoünase. S. cercvisiae TMB3001c was gmwn in a
rich mediym m ) witb thc carbon sources indicated and w l l d
during the exponential phase of growth. Data are averages (±SD)
of at least tbra independait exWIinmrP
Growth medium
2% galactose
Galaatose + 1% xylosc
Galactose + 5% xylose
Gdmose + 0.5% dihydmxyaeUo115
tose + 3% g l y m l
Galactokinase
(mU/mg protein)
52M120
4901100
57O±11O
7&tt 90
480±110
Table 7 Eñen of di&rrnt non-fennentable cirbon g~mrs on U%e
lcvel of i n v - S. cercvisiae TMñMOlc wis gmwn in a rieh
medi (YP) witb U%e carbon s o - indicated and wllected dur-
ing the exponent ial phase of gmwth. Data are averagcs (ISD) of at
lcsst three indeoendent ex~eriments
Gmwth medium lnvenasc
(mUlmg wet wt yeast)
2% glucose
2% sunose
2% & o s e
1% xylose
2% sumse + 1% xylose
2% mffímose + 1% xylose
2% & O S C + 5% xylosc
6f 5
I9± 1
24M20
8M19
29f19
18M40
100+30
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and the activity for GLutDH could be even higher. Xylose,
either done or together with ethanol. aliowed a partial
derepression of FbPase and ICL (about 30% and 20% re-
spectively of that observed in ethanol-gmwn cells). Sur-
prisingly, derepression of GlutDH was as high during p w t h
in xylose as during gmwth in glyceml while, in a mixture
of xylose and ethanol, it was 2- to 3-fold lower than in
media with either of these carbon sources.
Neither xylose, al 1% or 5%. nor dihydroxyacetone or
glyceml decreased the activity of galactokinase during
gmwth on galactose (Table 6).
To derepress invenase. we gmw the yeast on raffmose.
since gmwth on sucmse resulted in very low invertase
levels (Table 7). The addition of 1% or 5% xylose caused
a reduction in invertase activity (25%. 60%. respectively),
while gmwth on xylose done aliowed partial derepression
of invertase.
Discussion
In the course of this work, we established that a variety of
carbon sources are able to repress a diversity of enzymes
to different degrees. An intriguing obsewation is the dif-
ferent effect of the repressing carbon sources during sbort-
tenn derepression and duruig gmwth (cf. Tables 1. 2 vs 5,
6). A possible interpretation is that xylose and other car-
bon sources ha ve only a bansient effect. as happens when
cAMP is added to the derepressing medium (Zaragoza et
al. 1999). However, this does not appear to be the case,
since the gluconeogenic enzymes in cells resuspended in a
medium containing ethanol and xylose are still repressed
24 h after resuspension (data not shown). Most liely, the
metabolic wnditions achieved in derepression wnditions,
where little gmwth takes place, are noi equivalcnt to those
attained bv. a -mwine -.veast. A wssible difference is that
some inhibitory metabolite accumulates during gmwth on
glucose and cannot be degraded effectively in the presence
of a carbon source. such as xylose. unless the cells are grow-
ing. To test this idea, we starved glucose-gmwn ceUs over-
night in water, before derepressing them in YPethanol in
the presence or absence of 1 % xylose. We obse~ed that,
even in these wnditions, repmsion by xylose was much
shunger than that obsewed in yeast gmwing in YPethanol
with 1% xylose. A trivial possibility is thai xylose is rapidly
degraded during gmwth, but we found. even in wnditions
where xylose bad no shung repressive effe*. that most of
the xylose added remained present in the medium. Our
conclusion is thai the pattem of inuacellular metabolites
varies widely, depending on the carbon sources present
and the presence or absence of gmwth. which in him af-
fects the rate of transcription of genes subject to catabolite
repression.
Xylose enters the pentose phosphate. pathway at the
level of xylulose 5-P; later the combined action of a pen-
tose phosphate isomerase and an epimerase, together with
transaldolase and transketolase, yields fnictose 6-P and
glyceraldehyde 3-P. two intermediates of the glycolytic
pathway. It could be expected thai inaacellular levels of
Table S Lack of conelatian beween repression of FóPase and m-
WceUular kvel of hexose phosphates. S. ccrevtsioe TMB300lc
was grom in a nch medium (YF') with the carbon aources indi-
c a d . To determine the inWcellular level of metabolites. cclls
w m collcacd al the exponential phasc of gmwth and exrrscio per-
fomd as dcscribcd ¡ti Ihe Malerials and methods. iñe number of
indqcndcnt culnircs sampled is given m brackris. Data for FbPase
activities are taken fmm iable 5
Gmwth Glucose 6P Fnictose 1.6& FóPase
media (mM) (mM) (mUhng pmteio)
2% g l - 0.94ffl.M (4)
1% xylose 0.34ffl.01 (2)
3% glyceml 0.5M0.06 (2)
2% ethanol 0.48ffl.07 (5)
3.M.2 (4) S1
4 . 1 (2) u)
0.16iO.M(2) 40
0.1MO.M(5) 60
pentose pbosphates and some glycolytic intermediates in-
crease when xylose is present in the medium. but there are
no data on this point.
It is noteworthy that the difíerent enzymes tested do
not respond in the same way to the presence of repressive
carbon sources. This may indicate that the repressing sig-
nal is no1 the same for the düierent genes. Altematively,
the level of transcription of the genes wuid depend both
on a general repressing signal and on an inducing signal.
which may be specific for diñerent sets of genes. Isocitrate
lyase. for ~ i n s & . appem to require 2~ ~ ~ n sources,
such as acetate or ethanol. to be fullv induced (Pemández
elal.1993;Table5).
R e g d i g the identity of putative repressing elements,
several suggestions have been made. It was proposed that
the Tpsl protein (trehalose-6P synthase) could play a role
in glucose-sensing (Van Aelst et al. 1993), but it was later
found thai Tpsl is dispensable for the repression of the
different genes tested (Rodriguez and Gancedo 1999). Al-
though cAMP plays a role in the repression by glucose of
the gene e n d n g FbPase, it appears to be redundant with
other regulatory mechanisms (Zaragoza et al. 1999; Zara-
goza and Gancedo 2001). Since glucose 6-P is also a can-
didate regulatory molecule (Gancedo 1998; Vincent et al.
2001) and there are large changes in the invdcellular con-
centration of fnictose 1.6-biphosphate between glycolytic
and gluconeogenic wnditions (Gancedo and Gancedo
1973). we compared the intraceliular levels of these metabo-
lites in conditions where there is a wide range of FbPase
activities. As shown in Table 8, although the concentra-
tion of both glucose 6-P and mictose 1,dbisphosphate is
lowest in xylose-grown yeast, FbPase is only partially
derepressed in these wnditions. We wnclude therefore
tbat rarher than look at individual "pmmising" metabolites,
it is necessary to set up a system which aliow measure-
ment of a Large variety of metabolites in extracts from
yeasts subject to many diierent conditions. In this way, it
should be possible to lwk for correlations between metabo-
lites and the extent of repression of individual genes, as a
fmt step for understandiig how the signal for catabolite
repression is bansmitted.
AELoowledgernents Wc thmk B. Hahn-Hagerdal and P. K6uer
for pvid'ig yeasc suains. Wc m iodebd to Eduardo Silles for
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determinuig the concentrarion of inIraceUular metabolites. This
work was s u p p o d by EU pmjcct BIO-HüG QLK3-CT-1999-
MM80 and by gran1 BMCZ001-16W02-01 fmm the Dimxi6n
Gnieral de invcstigsci6n Cicndfica y Técnica. MM had a fcllow-
ship fmm the EU and later fmm thc DGICYT.
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Sampling Saccharomyces cerevisiae cells by rapid filtration
improves the yield of mRNAs
Mónica M. Belinchón, Carmen-Lisset Flores, Juana M. Gancedo '
Insriiuro de Inuesligaeiones Biomédicos "Alberro Sols", CSIC-UAM, Arruro Duperier 4. E-28029 Modrid, Spnh
Received 19 Navembcr 2M13: - ¡ v e d in revised fom 10 Fcbniary 2004
Fint published online 10 Marcb 2004
Abstract
To optimize the recovery of mRNAs exrracted from yeast, diferent methods for sampling the yeast cells have been compared.
For Saccharomyces cerevisiae strains growing on gluconeogenic carbon sources (derepressed cells) rapid filtration allowed much
bigher yields (3-10 fold) than centrifugation at room temperature or at 4 'C. Recovery of total RNA was similar with the dilierent
procedures. For S. cereubilie growing on glucose, filtration caused a 2 4 fold improvement on the mRNA yields obtained from cells
sampled by centrifugation. It was also observed that, when derepressed cells of S. cereuisiae W303-1A were collected by filtration
and flash-frozen, part of the 25s and 18s rRNAs (up lo 50%) was recovered in an unprocessed 32s or 33s form.
© 2004 Federalion of European Microbiological Societies. Published by Elsevier B.V. Al1 righls reserved.
Kqvworb: mRNA yield; 32s rRNA; Nonhcm hybndization: Sacchnromyces cereuirwe: Yeast sampling
1. Introduction
The analysis of changes in gene expression in Sac-
charomyces cerevisiae as a response to different stimuli,
or as a consequence of specific mutations, is an object of
interest for a large number of laboratories. A variety of
techniques has been developed to perform such studies:
standard Northern blots, hyhridization arrays [l], ki-
netic RT-PCR [Z], serial analysis of gene expression
(SAGE) [3], or differential display [4]. All these proce-
dures have a common first step, the isolation of RNA
from the yeast cells, and it is essential that during this
process the mRNAs present in the living cells remain, as
far as possible, intact.
While methods to extract RNA have been optimized
and several suitable techniques are now available [5,6],
not much attention has been given lo the method uti-
lized for yeast sampling. Usually the yeast cells are
collected by centrifugation, but while some protocol s
'Corresponding author. Tel.: +34-91-58544-33;
fax: +34-91-58544-01.
E-moil address: jmgancedo@iib.uam.es (1.M. Cancedo),
recommend collecting the cells on ice [7], others warn of
possible changes in mRNA levels due to cold-shock [S].
A much-quoted procedure [9] does not give any detail
on the centrifugation conditions. The method descrihed
in the 2003 edition of Current Protocols [6] involves
3 min centrifugation at 4 OC, and it is noted that "the
time and speed of the centrifugation are not critical".
The Qiagen protocols using RNeasy columns
(wwwl.qiagen.com) advise to collect the yeast cells by
5 min centrifugation at 4 OC and to "loosen the pellet
thoroughly by flicking the tu be" before suspension in
the disrupting buffer. In some cases the yeast cells are
even washed with water after the centrifugation step
[10,11]. Filtration of yeast cells has heen proposed as a
possible alternative to centrifugation (81, but apparently
the diiierent methods have not been tested in parallel.
Sampling by centrifugation did not seem rapid en-
ough to conduct studies which examine short-term
changes in transcription and a quick filtration procedure
appeared more suitable. As a prerequisite for such
studies, we carried out a detailed comparison of the
RNA patterns in extracts from yeast sampled by rapid
filtration, or collected by centrifugation in the cold or at
1567-1356J$22.W B 2W4 Fcderation of European Microbiological Societier. Published by Elscvier B.V. All nghts rescrved
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room temperahrre. We show that yields of mRNA are
much higher when yeast cells are wllected by rapid 6l-
tration and immediately frozen in liquid nitrogen.
2. MnteriPls and methods
2.1. Strains and growth conditions
Yeast strains used were S. cerevisiae W303-I A, MA Ta
ade2-1 hb3-ll, lS Ieu2-3,112 trpl-1 urd-l [12], CEN.PK
102-5B, MA Ta his3A1 Id-3112 ura3-5 MALZ-üc SUC2,
provided by P. Kotter (Frankfurt, Germany), and S28&,
MATa SUC2 mal gaü CVP1 (Yeast Genetic Stock
Center, Berkeley CA, USA) and Yarrowia lipolytica
POIA, MATA Aleu2-270 urd-302, provided by C. Ga-
illardin (Thive~al-Grignon, France). The yeast cultures
were grown at 30 °C in YP (1% yeast extract, 2% peptone)
with 3% glycerol + 2% ethanol (derepressing medium) or
with 2% glucose as carbon source.
2.2. Sampling of yeast
Dierent samplmg and storage conditions were used.
The procedure used in each case is indicated in the
wrresponding figures. In aU as the yeast cells were
wllected during the exponential phase of growth (ODW
of 0.61).
2.2.1. Rapidfirtration
An aliquot of the yeast culture (containing 50-100 mg
wet weight yeast) was atered under vacuum through a
nitroceiiulose membrane (Millipore AAWW4700) in
less than 30 s. The yeast was immediately removed from
the 6lter with a wide plastic spatula and frozen in liquid
nitrogen (flash freae). The frozen yeast was transferred
with a wld forceps to a plastic tu be and stored at -20 or
-70 "C until use (no longer than 48 h). This procedure
aüows to proce-ss several samplcs in a few minutes.
2.2.2. Centrifugatwn
The same amount of the yeast culture as above was
cmtrifuged at 700g during 4 min either at 4 OC or at
room temperature; after removing the supernatant the
ceUs were either stored at -20 or -70 *C. or frozen in
liquid nitrogen (flash freae) and stored at -70 "C.
2.3. RNA extract ion
RNA was extracted with phenol, in the presence of
guanidme isothiocyanate [q using the foUowing proa-
dure: 0.8 m1 of wld TRlzol LS reagent (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) were added to the yeast pellet and
the resulting suspension was transferred to a microcen-
trifuge tube wntaining 0.5 g of sterile glass beads,
0.5 mm diameter, which had been soaked in wncentrated
nitric acid, washed thoroughly with water, and dried
overnight in a haking oven at 200 "C. The suspension
was shaken for 4 min in a vortex mixer; after 5 min at
room temperature, 0.2 ml chlorofomúisoamylic alcohol
(241) were added and the iubes shaken vigorously by
hand. After 5 min incubation in ice, the suspension was
centrifuged at 7000g for 15 min in the wld. The upper,
aqueous phase was transferred to a new tube, 0.5 ml
isopropanol was added, the mixture was incubated 10
min in ice and centrifuged at 11,000g for 10 min in the
wld. The supernatant was removed and the pellet wa-
shed with 1 ml wld 70% ethanol. After vacuumdrying
for 5 min, the RNA peUet was dissolved in 50 pl of milli-
Q water. RNA was denatured by incubating for 10 min
at 65 OC and it was checked that the ratio AmlAao was
around 1.9. Quantitation was camed out taking into
account that 40
 pg ml-' of ssRNA give an A260 of 1.
2.4. Northern-blot analysis
The RNA samples were mixed with 3 volumes of
loadmg buffer (20 mM MOPS, pH 7, 8 mM sodium
aatate, 1 mM EDTA, 2 M formaldehyde, 12.6 M
formamide and 0.04 mg ml - ' ethidium bromide), heated
at 65 "C for 15 min and chilied in ice. The RNAs were
separated on 2.2 M fomaldehyde/0.8% agarose gel. The
gel was washed once with distilled sterile water and twice
with 20 x SSC, for 30 min each time. Transfer of the
RNAs to a nylon membrane (Nytran N, Schleicher &
Schuell, Dassel, Gemany) was performed by nni-
duectional capillarity using 20 x SSC buffer. The RNAs
were íüed to the membrane by hvo cycles of UV iight
(120 mJ/cm2) in a Stratalinker 2400. The membrane was
stained with 0.02% methylene blue in 0.3 M sodium
acetate, pH 4.3, and tben washed with water to visualize
the rRNAs. After destaining the membrane with 20 mM
NaCI, 2 mM NaHzP04, pH 7.4, 0.2 mM EDTA, 1%
SDS, hybridization with labelled p r o & was perfonned
at 65 "C in Church buffer 1131.
For S. cerevbiae we used as probes a 1.56kh BamHI-
Hindiii fragment wntaining the ACTl gene, from po-
sition -477 to 1085, a 0.82-kb EcoRV-StuI fragment of
the FBPl gene, from position 57 to 877, a 0.9-kh frag-
ment of the ICLl gene from position 603 to 1495, a 0.74-
kb fragment of the GDH2 gene from position 1725 to
2468, a 1.23-kb BstXI-BstXI fragment of the PMAl
gene from position 1036 to 2265, a 0.67-kh Ncol-NcoI
fragment of the FBAl gene from position 1162 to 1832.
As a wntrol for loadmg we used the 25 S rRNA which
was hybridized with a 1.27-kb probe prepared by PCR
with genomic DNA as template, using the primen 5'-
AGGTCGTACTGATAACCGCAG-3' and 5'-ATGGT
GCiTCGCGGCAATGCC. We also identi6ed 18s
rRNA and the LA dsRNA virus with specific probes: in
the ñrst case a 0.91-kb probe prepared from genomic
DNA with the primen 5'CClTAACGAGGAACAATi
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GGAGG-3' and 5'-GGCATCACAGACCTGTTATT-3'
and in the second a 1.2-kb probe prepared with total
RNA as template and the primers 5'-GAGTACAAGCT
GTATCGCGTCA-3' and 9-CACCTTTGCTGCCTCT
GCCTGG-3'.
For Y lipoiytica we used as probes a 1.07-kb Scal-
XhoI fragment of the ACTI gene [14] and a 1.4-kb
fragment of the TEFI gene, synthesized by PCR from
genomic DNA with the primers 5'-CACTAGGTAC-
AAGCAGCTTA-3' and 5'-TAAGAATCATTCAAAA-
TGGG-3'. As reference we used the 18s rRNA which
was hybridized with a 0.84-kb probe prepared from
genomic DNA with the primers 5'-CCTTAACGAGGA-
ACAATTGGAGG-3' and 5'-GGCATCACAGACCT-
GTTATT-3'.
The probes were labelled with the RediprimeTMII
random prime labelling system and purified with NickTM
columns (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany).
Quantitation of the labelled bands in Northem blots was
performed by densitometric scanning in an Instan timager
(Packard, Boston, MA, USA).
ca.6 kb, which was very faint in extracts from centri-
fuged cells (lanes 3-5). In RNA extracted from glucose-
grown yeast this band may also be observed (Fig. IC,
D). We considered the possibility that the RNA which
runs slower than the 25s rRNA could correspond to the
L-A dsRNA vims which has been reported to be present
in most laboratory strains [15]. However, hybridization
with a probe for this dsRNA gave the strongest signal at
a shorter distance from the origin, where no RNA band
was visible after staining with methylene blue (Fig. 2A).
Since we observed that the slow-running RNA hybrid-
ized with a probe for 25 s rRNA nsed as a control for
loading (Fig. 2B), we investigated if it could also bind a
probe for 18s rRNA. As shown in Fig. 2C it binds this
probe, which is specific and does not show any inter-
action with the 25s rRNA. It would seem therefore that
the upper band, prominent in extracts from derepressed
yeast cells sampled by filtration, corresponds to partially
processed 32s or 33s rRNA (about 6 kb). Apparently,
this RNA is less stable in the yeast cells collected by
centrifugation.
3. Results and discussion
3.1. RNAs from S. cerevisiae sampled by diflerenr
procedures
S. cereuisiae W303-1A growing in a medium with
glycerol + ethanol as carbon sources was sampled either
by rapid filtration or by a short centrifugation, and
stored at -20 or -70 "C. The total amount of RNA
extracted from the sam~les collected bv diflerent Dro-
cedures was very similar (Table 1) and the rRNAs ap-
peared to maintain the same integrity in al' samp'es
(Fig. IA,B). We noticed, however, that in the extracts
from filtered cells (lanes 1-2) there was a strong band at
Table 1
Total RNA yields from S. eereuisi<~e callected by diKerent methods
Sampling method" 1i8RNA
(mg yeast)
Filtratiodflash freezdstorap at -20 OC 1.6 i 0.4 [a]
FiltrationMlash freezdstorap at -70 'C 1.4 f 0.4 [5]
Centrifugation at 22 "Ustorage at -20 'C 1.4 f 0.6 [a]
Centrifugation at 22 'Ustorage at -70 OC I.5 f O.5 [5]
Centnfugation at n CIflash freerelstorage 1.4 f 0.5 [5]
at -70 °C
" RNA was extracied from 5&100 mg wet weight of yeast (S eere-
uisiae W303-IA. grown in YPglycerol + ethanol), collected and stored
8s indicated, and quantified as described in Section 2. Number of en-
periments is shown in brackets.
Storage
Lañe
Method for yeast
Filtration
Flash fraeze
-20"C -7O"C
i 2
sampling (A,B)
Centrifugaron
at room at 4*C
temperatura Flash freeza
-20°C -70"C
3 4
-70»C
5
Melhod for yeast sampling (CD)
Filtretion Csntrifugallon
Flash freeze al mom al 44:lemwrahue Flash f m z s
Storage -70°C -7CK; •70*C
Lar»
(A) (B)
«,»kb
4.7 kb
2 S kb -
l.Dkb -
Fig. l. Pattern af rRNAs ertracted from yeast sampled by diRerent methods. S cerevisioe W303-IA growing in YP glycerol + ethanol (A, 8) ar in YP
glucose (C. D) was sampled as indicated in the upper part of the figure (see Section 2 for details). Total RNA was extracted and electrophoresed (5 ~g
RNA per sample) as described in Sectian 2. RNA was stained with methylene blue (A, C) or wiih ethidium bromide (B. D). The positions of RNA
size marken are shown an the left.
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Fie.- 2. Narthern blot of RNAs from S cereuUioe W303-IA erowine in YP elucow- and sam~led as dcrribed in Fia. -!(C. D). In each case 5 UR. RNA
Ncrr "red KNA war riained wilh mcih)lcnc bluc (Al. BI. CI) Hybridw~iton was perfamed with lsbellcd prokr for L.A JsRNA vims (A2). 25s
rRNA (H2) or 185 rRNA (C2). ihc mlin band hybridizing uith rarh p r o k is indicaid by rn arrou
3.2. Efleci of [he meihod for sampling S. cerevisiae on
mRNA yields
To compare the levels of mRNA recovered from de-
repressed cells, using different sampling methods, we
chose probes of one gene expressed constitutively, A CTI
(encoding actin), and of several genes strongly repressed
by glucose, FBPI, ICLI, GDH2, (encoding fructose-1,6-
hisphosphatase, isocitrate lyase, and NAD-dependen1
glutamate dehydrogenase, respectively). As shown in
Fig. 3, in al1 cases the mRNA yields were much higher (3-
to 10-fold) when RNA was extracted from filtered cells.
We checked whether these differences were strain-
dependent. As shown in Fig. 4 the yield of FBPl mRNA
was also about 5-fold higher in RNA extracted from
filtered cells of a CEN.PK strain or of strain S288c. On
the other hand, there appeared to be very little unpro-
cessed rRNA in the RNA samples extracted from these
strains.
For glucose-grown yeast the different procedures
vielded also similar levels of rRNAs (Fie..- 1C.D)... In this
case, to measure mRNA recovery, we used as probes
ACTI and genes well expressed dunng growth on
glucose, such as FBAl and PMAl (encoding fructose-
l,6-bisphosphate aldolase and plasma memhrane H f -
ATPase, respectively). Also in this case the mRNAs
tested were more abundant when the yeast cells were
Slorage
ACTI
FBPl
ICLI
CDH2
25S rRNA
Filtration
Flash f
-20°C
m
IOO
m
100
m
100i
100
reeze
-70°C
100é
125
m
100
at
temp
-20°C
I I
* » < • •
2o
25
33
Centrifugation
room
peraiure
-70°C
...
s
* . l
17
* *
2}
33
at4I>C
-70°C
s
17
3
I 2 3 4 5
Fig. 3. Narthern analysis of mRNAs fram
 S esreuUioe W303-IA
growing in YP glyceral + ethanol and sampled by filiratian or centri-
fugation (sce Section 2 for details). In each case 5 pg RNA were used.
The amouni of thc raovcred specifie mRNAs. normalixd la total 25s
rRNA (proceswd + unprocessed), is given as the percentage of the
valuc in thc fin1 lane.
(A) CENPK102-5B
Filtration Centrifugation
(B) S288c
Filtration Centrifugation
Flash et room
fwze mmmprahire
-70°C
at4°C FI~S~ atrarm
heeze lemperaiurn
a t 4 %
Flash
Freeze
Storage -70°C
FBPI
-70*C •70°C
20 100
25S rRNA 25S rRNA
Fig. 4. Northern analysis of mRNAs fram S. cereuisioe CEN.PK 102-SB (A) and S288c (B) growing in YP glycerol + ethanol and sampled by fil-
tration or centrifugation (see Section 2 fardetails). In each case 5 pg RNA were used. The amount ofthe recavered FBPI mRNA, normalhcd to 25.7
rRNA, is given as the pereentage af thc value in the firsi lane.
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Storaae
ACT1
PMAl
FBA1
25S rRNA
Filtratan
Flash
heeze
-70°C
m m
too
100
mm
100
mm
Centrifugatan
a t r o o m _.
temperaiummorn
 Fr.ezeFlash
-70°C
mmm
32
60
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59
4MMMP1
-7(PC
23
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43
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35
—
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Fig. 5. Northern analysis of mRNAs from S. eerevisiae growing in
YPglucose and sampled by filtration or centrifugation (see Section 2 for
dctailp). ln cach casc 5 pg RNA wcre used. Thc momi ot thr rsovrmd
specific mRNAs. n o d d to total 25s rRNA (processai + unpro-
cessed), is given as the percentage of the valué in the first lañe.
íiitered than when they were wllected by centrifugation
(Fig. 5). However, the diierences were not as strong as in
the case of derepressed ceUs ( 2 4 fold vs. 3-10 fold).
The diiTerences in mRNA recovery obsewed between
the alternative procedures are reproducible. At least 7
Northern blots have been performed with different
strains of S. cereuisiae grown in different conditions,
wmparing íiltered and centrifuged cells, and mRNA
vields were wnsistentlv. hixher- for the 6itered cells. The
reasons for the differenas in nu>very are not clear, al-
though it wuld be hypothesized that the process of
centrifugation places the ceIls in a stress situation. It has
been reponed that in intact ceUs of S. cerniisiae at 30 "C
the half-life of ACTI mRNA is around 60 min [lq and
that ofFBPl mRNA around 8 rnin [17]. However, even
if we assume an irnmediate arrest of mRNA synthesis at
the beginning of the centrifugation, dunng the centn-
fugation step itself only a small proportion of the ACTI
mRNA and no more than 40% of the FBPI mRNA
should have been degraded. Therefore another mecha-
nism shouid be at work. A possibility is that there are
two pools of mRN.4: one of them (free mRNA?) would
be labiie in the oentrifuged, stressed d l s , but presemed
in the iiitered cells, while the other one (mRNA bound
to ribosomes?) would be more stahle [18]. The fact that
rowth in
Stofage
Lane
Filtratlon
Flash
freeze
-70°C
1
YP 2% Glucose
Centnfugation
at roorn
tempeiabimFre
-20°C
2
Freeze
-70°C
3
YP 3% Glycerol + 2% Ethanol
Filtration
Flash
freeze
-70°C
4
Centnfugabon
atmorn
ternperatumFre
-20cC
5
at4%
Flash
-70°C
6
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Fig. 6. Northern analysis of mRNAs from Y. lipolylica. The yeast was grown in media with glucose orglycerol + ethanol as carbón sources and sampled as
indicated in the upper part of the ñgure (see Section 2 for details). In each case 10 tig RNA were used. RNA was stained with methyiene blue (A) or with
ethidiura bromide (B). The amount of the recovered specific mRN As, normaltzed to 18S rRNA, is given as ihe percen tage of the highest yield obtained (C).
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yields of mRNA are more sensitive to the sampling
procedure in derepressed cells of S. cerevisiae than in
cells grown nn glucose suggests that the relative size of
the two pools of mRNA depends on the physiological
state of the cells. Alternatively (or, in addition) RNases
which carry out rapid degradation of the mRNAs and
those processing the 32s or 33s rRNA could be subject
lo repression by glucose. It can he noted that collecting
the cells by centrifugation at 4 "C, instead of at room
temperature, does not improve the recovery of mRNAs
and may even decrease the yields. Once the yeast has
been collected, there is no difference between storing the
cells at -20 or -70 "C, at least for short-term storage.
3.3. mRNA yieldsfrom Yarrowia lipolytica collecred by
diferenr methods
We have examined whether the method of sampling
affected also mRNA recovery in a distantly-related yeast
species, such as Y. lipolytica. As shown in Fig. 6, the
situation was different in this case. No unprocessed
Y. lipolytica rRNA was visible in the gels. For glucose-
grown cells the yields of two mRNAs, referred to the
18s rRNA, were about 40% higher in the filtered sam-
ples. For cells grown on gluconeogenic carbon sources,
the higher yields were ohtained with cells collected by
centrifugation at 4 'C. It appears therefore that a sam-
pling method optimized for S. cereuisiae cannot be di-
rectly transferred to other species of yeast and that
comparisons between the different methods should be
performed in each case.
4. Conclusions
We present a procedure that provides high yields of
mRNA and could facilitate the use of non-radioactively-
labelled probes. The partial loss of mRNA which takes
place when S. cerevisiae is collected by centrifugation,
together with the fact that the proportion lost is different
for repressed and derepressed cells, could affect some of
the published conclusions on differential expression of
yeast genes. In addition, in the light of our results re-
ported data on mRNA stability may have to be recon-
sidered.
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